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OZET

PHLOMIS PUNGENS VAR. HIRTA BITKISININ SITOTOKSIK VE
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ BAZI IN VITRO TESTLERLE
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
FRANZISKA JOHANNA WILD KORKMAZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)

(ES DANISMAN: ARAS. GOR. DR. BEGUMHAN YILMAZ KARDAS)
BALIKESIiR, TEMMUZ - 2022

Reaktif oksijen tiirleri ve viicudun dogal antioksidan kapasitesi arasindaki dengesizlikler
hem sitotoksik hem de genotoksik hasarlara yol agmaktadir. Tibbi bitkilerde fenolikler ve
flavonoidler gibi antioksidan molekiillerin bol bulunmasi hiicresel ve genomik hasardan
kaynaklanan hastaliklarindan korunmaya katkida bulunabilmektedirler. Lamiaceae
familyasina ait olan sifali bitkiler antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidasyon gibi
onemli biyolojik aktivitelere sahiptirler. Bu calismada, Lamiaceae familyasinin bir iiyesi
olan Phlomis pungens var. hirta bitkisinin antioksidan kapasitesi 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH), 2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) ve
demir iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP) yontemleri ile belirlenmistir. Daha sonra,
Phlomis pungens var. hirta tiiriiniin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin insan lenfosit
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etki MTS testi ile arastirilmistir. Hidrojen peroksit (H,O»)
ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri {izerindeki antigenotoksik etki ise mikroniikleus
testi ile belirlenmistir ve hiicrelerde meydana gelen oksidatif DNA hasar miktar1 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) ELISA yontemi ile test edilmistir. Ayrica, Phlomis
pungens var. hirta bitkisinin antibakteriyel aktivitesi ve hemouyumlulugu arastirilmistir.

Sonug¢ olarak, Phlomis pungens var. hirta bitkisinin metanol ekstrakti, su ve etanol
ekstraktlarina gore en yliksek antioksidan ve metal selatlama kapasitesi gostermistir.
Sitotoksisite testi, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireclerinde 6zellikle metanol ve etanol
ekstraktlarinin artan konsantrasyonu ile insan lenfosit hiicrelerin yasamliliginin azalttigini
gostermistir. Su, metanol ve etanol ekstraktlarinin H,O;’in insan lenfosit hiicrelerinde
meydana getirdigi DNA hasar1 iizerinde antigenotoksik etkiye sahip oldugunu
gozlemlenmistir. Ayrica, hiicrelerde meydana gelen oksidatif DNA hasar miktarinin bitki
ekstraktlari ile inkiibasyon sonrasinda azaldigini tespit edilmistir. Phlomis pungens var.
hirta bitkisinin gram negatif bakteri tiirii olan Aeromonas spp.’e karst en yliksek
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ve hemouyumlu bir bitki oldugu gézlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lamiaceae, Phlomis pungens var. hirta, sitotoksisite,
antigenotoksisite

Bilim Kod / Kodlar1 : 20326, 20610, 20308 Sayfa Sayisi : 66



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF
PHLOMIS PUNGENS VAR. HIRTA WITH SOME IN VITRO TESTS
MSc THESIS
FRANZISKA JOHANNA WILD KORKMAZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN)
(CO-SUPERVISOR: DR. BEGUMHAN YILMAZ KARDAS )
BALIKESIR, JULY - 2022

The imbalance between reactive oxygen species and the body's natural antioxidant capacity
causes both cytotoxic and genotoxic damage. The abundance of antioxidant molecules
such as phenolics and flavonoids in medicinal plants may contribute to the protection of
diseases caused by cellular and genomic damage. In this study, the antioxidant capacity of
Phlomis pungens var. hirta, a member of the Lamiaceae family, was determined by 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) methods. The cytotoxic effects of
water, methanol and ethanol extracts of Phlomis pungens var. hirta on human lymphocyte
cells were investigated by the MTS test. The antigenotoxic effect on human lymphocyte
cells induced by H,O, was determined by the micronucleus test and the amount of
oxidative DNA damage in the cells was tested by the 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-
OHdG) ELISA method. Also, the antibacterial activity and hemocompatibility were
investigated.

Methanol extract showed the highest antioxidant and metal chelating capacity compared to
water and ethanol extracts. The cytotoxicity test showed that the viability of human
lymphocyte cells decreased especially with the increasing concentration of methanol and
ethanol extracts during the 24 and 48-hours incubation periods. It has been determined that
water, methanol and ethanol extracts have antigenotoxic effects on DNA damage caused
by H»O, in human lymphocyte cells. In addition, it was determined that the amount of
oxidative DNA damage in cells decreased after incubation with the extracts. It has been
observed that the plant is hemocompatible and has the highest antibacterial activity against
the negative bacteria Aeromonas spp.

KEYWORDS: Lamiaceae, Phlomis pungens var. hirta, cytotoxitcity, antigenotoxicity.

Science Code / Codes : 20326, 20610, 20308 Page Number : 66
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1. GIRIS

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicresel iiretimi antioksidan kapasitesini
asti81 zaman meydana gelip lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerde
hasara yol agmaktadir ve ateroskleroz, diyabet, kanser, ndrodejenerasyon ve yaslanma gibi
hastalik durumlariyla iligkilendirilmektedir (Thannickal & Fanburg, 2000; Ray et al.,
2012). Dogal antioksidanlar, ham o6zler veya kimyasal bilesenleri formunda, oksidatif
stresin neden oldugu yikici siirecleri onlemede ¢ok etkilidir (Saeed et al., 2012). Son
yillarda, iceriklerinde bulunan polifenoller, flavonoidler ve fenolik asitlerin hidrojen verme
ve metal selatlama kapasitelerine bagli olarak antioksidan oOzellikler sergileyen sifali
bitkiler dikkat c¢ekmektedir. Fenolik bilesikler, ROS’lar1 temizleyerek ve konake1
antioksidan savunma sistemlerini artirarak genotoksik kanserojenlerin zararli etkilerine
kars1 koruyucu etki gdstermektedirler (Ustiin Alkan et al., 2012). Polifenoller gibi bitki
sekonder metabolitleri, serbest radikal temizleyicileri, metal iyon selatorleri ve indirgeyici
maddeler olarak gorev yapabilmektedirler (Balant et al., 2019). Literatiir incelemeleri,
bitkisel ilaglarin (6zellikle Asteraceae, Rosaceae ve Lamiaceae gibi biiyiik familyalardan
iiretilen) farmakolojik ve biyolojik aktif maddeler icermeleri sebebiyle hastaliklarin
tedavisi icin eski zamanlardan beri kullanildigim1 ve hala yeni farmakolojik ajanlarin
gelistirilmesinde oncii gorevleri oldugunu gostermektedir (Sytar et al., 2018; Celikler et al.,
2009). Bitkilerde bulunan polifenollerin  antioksidan Ozelliklerine ek olarak
antienflamatuar, antialerjik, antiaterojenik, antitrombotik ve antimutajenik 6zellikleri

tasidiklar1 da bilinmektedir (Gorzynik-Debicka et al., 2018).

Geleneksel tipta sifali bitkilerin kullanimi yaygindir ve hala yeni farmakolojik ajanlarin
gelistirilmesine Onciilikk etmektedir. Birgok bitki tiirii ve bitkinin koruyucu etkisinin,
dokularinda bulunan antioksidan ve antigenotoksik bilesenlerin varligindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Son zamanlarda, kanserojen etkileri nedeniyle kisitlanan sentetik
antioksidanlarin yerine gidalarda veya tibbi malzemelerde kullanilabilecek dogal
antioksidanlarin bulunmasina ilgi 6nemli dl¢lide artmigtir (Celikler et al., 2009). Bu amacla
geleneksel olarak kullanilan yaygin bitki ailelerinden biri Lamiaceae’dir ve bu aile ¢esitli

biyolojik aktivitelere sahip olan bitkiler agisindan zengindir (Ekin et al., 2019).



Bu calismada, Lamiaceae ailesinin bir liyesi olan Phlomis pungens var. hirta tiiriiniin su,
metanol ve etanol ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,2-azinobis (3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit) (ABTS) ve demir iyonu
indirgeyici antioksidan gilic (FRAP) yontemleri ile belirlenmistir. Daha sonra, bu
ekstraktlarin insan lenfosit hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi MTS testi ile
arastirilmistir. Hidrojen peroksit (H,0,) ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri tizerindeki
antigenotoksik etki ise mikroniikleus testi ile belirlenmistir ve hiicrelerde meydana gelen
oksidatif DNA hasar miktar1 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) ELISA yontemi ile
test edilmistir. Ayrica, bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi ve hemouyumlulugu da

arastirilmastir.

1.1 Lamiaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgi

Tiirkiye'nin farkli iklim ve cografi yapisi, degisik vejetasyonlardaki zengin bir flora ve
biyogesitlilige yol agmaktadir (Kocabas et al., 2017). Tiirkiye bitki cesitliligi agisindan
diinyanin en zengin iilkelerinden biridir. Tiirkiye floras1 yaklasik 11.707 ¢igekli bitki tiirii
icerir ve Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu'daki iilkelerinin en zenginidir (Kusaksiz,
2019). Lamiaceae, Tiirkiye'deki tiim bitki ailelerinin en biiylik ii¢iincii ailesidir. Ailenin 48
cins ve 782 taksonu vardir, bunlarin 346 taksonu (yaklasik %44) iilkede endemiktir.
Tiirkiye, diinyadaki tiim Lamiaceae iiyelerinin yaklasik %10'una sahiptir. Ulkedeki en
bliylik bes cins Stachys, Salvia, Sideritis, Phlomis ve Teucrium'dur (Celep & Dirmenci,

2017).

Lamiaceae familyasinin ¢ok cesitli farmakolojik, tibbi ve endiistriyel 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (Ozkan et al., 2009). Bu bitki ailesinin iiyeleri hemen hemen tiim
habitat tiirlerinde ve tiim yiiksekliklerde biiyiiyebilir ve ¢ogunlukla tek yillik veya c¢ok
yillik aromatik bitkilerden olusan ot ve ¢alilardan olusur. (Maral et al., 2017). Lamiaceae
familyas1 ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bitkiler agisindan zengindir ve bir¢ok tiirli
geleneksel olarak cesitli hastaliklar i¢in kullanilmaktadir (Ekin et al., 2019). Ayrica,
Lamiaceae'nin ot ve baharatlari, diinya pazarlarma ihra¢ edilen iirlinlerin 6nemli bir
kismini olusturarak 6nemli bir ticaret geliri olusturur. Bu familyanin bitkileri de
cogunlukla ¢ay veya baharat olarak cesitli amaglarla kullanilmaktadir (Maral et al., 2017).
Lamiaceae familyasi, sakinlestirici ve rahatlatict etkisi olan bitkilerin ana kaynagidir ve

tiyeler ayrica giiclendirici ve stimiile edici 6zellikleri gostermektedirler. Bu familyaya ait



olan bitkilerde bulunan aktif bilesiklerin dogal antibakteriyel, antioksidan, antifungal ve
antitimor etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu 6zellikleri ile Lamiaceae lyeleri cesitli
hastaliklarin tedavisinde sentetik {irlinlere uygun alternatifler olabilmektedirler (Cocan et

al., 2018).

1.1.1 Phlomis Hakkinda Genel Bilgi

Phlomis, Lamiaceae familyasina ait bir cinstir ve Tiirkiye'de Ballik otu, Salvar otu, Calba
veya Salba olarak yerel isimlerle taninir. Avrupa-Asya ve Kuzey Afrika'da dagilan 100'den
fazla bitki veya cali tiiriine sahip olan Phlomis cinsinin Tiirkiye'de 6 ¢esit, 12 dogal melez
ve 34 endemik takson olmak iizere 52 taksonunun yetistigi bilinmektedir (Kyriakopoulou
et al., 2001; Demirci et al., 2006). Geleneksel Tiirk halk tibbinda, Phlomis tiirliniin
cicekleri ve / veya yapraklari, bitki ¢aylari, tonik, gaz giderici, istah agic1t ve mide agrisina
yonelik yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel kullanimin yani sira, Phlomis'in
antidiyabetik, iilserojenik, antimikrobiyal, antienflamatuar, antinosiseptif, antimutagenik,
immiinosupresif ve serbest radikal temizleme O6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica, Phlomis cinsinin fitokimyasal incelemeleri, bu bitkilerin iridoidler, flavonoidler,
fenilpropanoidler, feniletanoidler, lignanlar, neolignanlar, diterpenoidler, alkaloidler ve

ucucu yaglar igerdigini ortaya ¢ikarmistir (Ulukanli & Akkaya, 2011).

1.1.1.1 Phlomis pungens var. hirta

Phlomis cinsine ait olan Phlomis pungens var. hirta tirii Tirkiye’de halk arasinda calba
veya ballikotu olarak bilinmektedir (Ozkan et al., 2009). Bu tiir 70 cm kadar biiyiiyebilen
yumusak tiiylii, yildiz seklinde ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Olusan findiks1 meyveler
tilysiizdiir. 800-1750 m yiikseltilerde yaygin olarak bulunan Phlomis pungens var. hirta
bitkisinin ¢igekleme zamani Haziran-Agustos aylar arasindadir ve 6zellikle bozkirlar,
otlaklar, nadas tarlalar, Pinus ormanlari, yol kenarlar1 ve kurak tasli yamaclarda
yetismektedir (Davis, 1972). Phlomis pungens var. hirta tiiriiniin fotografi Sekil 1.1 de

gosterilmistir.

Literatiir incelendiginde Phlomis pungens var. hirta ile ilgili az sayida calismanin
bulundugu goriilmektedir. Bu calismalardan birinde, Kocabas ve arkadaslar
Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Avsar Kampiisii ve cevresindeki alanda tespit

edilen Phlomis pungens var. hirta bitkisinin yaprak kisimlarinin yara iyilestirici



ozelliklerine sahip oldugunu gostermislerdir (Kocabas et al., 2017). Ulukanli ve Akkaya
ise Phlomis pungens var. hirta bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstraktlarinin
antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonunda Phlomis pungens var.
hirta bitkisinin heksan ekstraktinin c¢esitli diizeylerde antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir (Ulukanli & Akkaya, 2011). Ozcelik ve arkadaslari, Phlomis pungens var.
hirta bitkisinin petrol eteri ve metanol ektraktlarinda antiviral, antibakteriyel ve antifungal
etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar, bitki ektraktlarinin antibakteriyel ve antifungal
atkivitesi gosterdigini ancak antiviral aktivite gostermedigini belirlemislerdir (Ozcelik et
al., 2010). Ozkan ve arkadaslari da Phlomis pungens var. hirta bitkisisin yaprak ve
ciceklerin metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir ve bitki
ekstraktlarinin  6zellikle Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’e kars1 etki

gosterdigini bulmuslardir (Ozkan et al., 2009).

Sekil 1.1: Phlomis pungens var. hirta (Zengin,
2020).

1.2 Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres, saglikli insan hiicrelerinde biyolojik makromolekiillerle elektron eslesmesi
yoluyla stabilite arayan ve lipit oksidasyonun yaninda protein ve DNA hasarina neden olan
serbest radikaller tarafindan baslatilmaktadir. Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikaller
ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik olarak da tanimlanabilir ve karsinojenez,
norodejenerasyon, ateroskleroz, diyabet ve yaslanma ile iliskilendirilmektedir (S. Kumar &

Pandey, 2015; Ray et al., 2012). Serbest radikaller, dig kabuklarinda bir veya daha fazla



eslesmemis elektron bulunan oldukca reaktif atomlar veya molekiillerdir ve oksijen belirli
molekiillerle etkilesime girdiginde olusabilmektedirler. Bu radikaller, hiicrelerde tek bir
elektronun kaybedilmesi veya alinmasiyla iiretilebilir ve bu nedenle oksitleyici veya
indirgeyici maddeler gibi davranirlar (Liguori et al., 2018). Oksijenden tiiretilen serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilmaktadir. (S. Kumar & Pandey,
2015) Siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi ROS’lar, oksijenin
kismi indirgenmesiyle olusan radikal ve radikal olmayan oksijen tiirlerinden olusur (Ray et
al., 2012). ROS, tiim aerobik hiicreler tarafindan iiretilir ve yaslanmanin yani sira yasa
bagli hastaliklarda da 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Liguori et al., 2018). Hiicresel ROS,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon siirecinde oldugu gibi endojen olarak {iretilebilirken
ksenobiyotik bilesikler gibi eksojen kaynaklarla etkilesimlerden de olusabilmektedir (Ray
et al., 2012). Eksojen ROS kaynaklar1 arasinda su ve hava kirliligi, alkol, tiitiin, ilaglar, agir
veya gecis metalleri, endiistriyel ¢oziiciiler, yemek pisirme (6rn. flime et, atik yag) ve
radyasyon bulunur (Liguori et al., 2018). Insan viicudunda bulunan antioksidan sistem,
oksidasyon ve antioksidasyon arasindaki dengeyi korumak amaciyla bu radikalleri
temizleyebilmektedir (Xu et al.,, 2017). ROS ve hiicresel antioksidan savunma sistem

arasinda meydana gelen dengesizlik durumu Sekil 1.2 de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.2: Antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki dengesizlik (Ozcan et al., 2015).



1.2.1 Hidrojen Peroksit

Reaktif bir oksijen tiirii olan H,O», canli sistemlerde patojenlerden korunmak i¢in yikic1 bir
oksidan olarak veya dinamik hiicresel sinyal yollarinda ince ayarlanmis ikinci bir haberci
olarak dretilir (Lin et al., 2013). H,O,, redoks tespiti, sinyal iletimi ve redoks
regiilasyonunda etkili olan 6nemli bir metabolittir. Bir haberci molekiil olarak H,O,, hiicre
sekli degisiklikleri, proliferasyonun baslamasi ve bagisiklik hiicrelerinin toplanmasi gibi
ani hiicresel etkileri baslatmak i¢in hiicreler ve dokulardan yayilmaktadir (Sies, 2017).
Ornegin, diisiik seviyelerde endojen H,0,, sistein oksidasyonu iizerine siilfenik asit veya
disiilfiir olusumu gibi spesifik protein modifikasyonlarina yol acabilmektedir (Lin et al.,

2013).

H,O,, hiicresel sinyal iletimin yaninda endojen ROS olusumunda da rol
oynayabilmektedir. Endojen ROS’un en yaygin kaynag1 nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidazdir. NADPH oksidaz, hiicresel solunum siirecinde NADPH’dan
saglanan elektronlarla molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle meydana gelen
radikal siiperoksit anyonunun (O,°*) olusumuna neden olur. O,*'nun ¢ogu, siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan H,O’e ayrilir. H,O,, eslesmemis elektronlari olmadigi i¢in
serbest bir radikal degildir, ancak Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla olduk¢a
reaktif ROS hidroksil iyonunu (OHe) olusturabilmektedir (Sekil 1.3). Hidroksil radikalleri
son derece reaktiftir ve 6zellikle hiicre zarlarinda ve proteinlerde bulunan fosfolipidlerle
reaksiyona girer (Liguori et al., 2018). Hiicresel diizeyde olusan bu oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, membran bozulmasi ve DNA hasar1 dahil olmak
izere ciddi metabolik islev bozukluguna neden olabilir ve bu da sinyal iletim yollarinda,
gen ekspresyonunda, hiicre mutagenezinde ve hiicre 6liimiinde degisikliklere sebep olur

(Ehtesham-Gharaee et al., 2015).

Fenton reaksiyonu

H,0,+ Cu” / Fe™ >  OH-+OH + Cu'?/Fe"

Haber-Weiss reaksiyonu

Oz’_ + HzOz ) OHe + OH + Oz

Sekil 1.3: Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu (Karabulut & Giilay, 2016).



1.3 Antioksidanlar

Serbest radikaller hiicre membranlarina, hiicre yapisindaki proteinlere, lipitlere, niikleik
asitlere ve DNA’ya zarar vermektedir. Olusan oksidatif stresin sonucunda, serbest
radikaller diyabet, kanser, koroner hastaliklar, karaciger tahribati ve katarakt gibi bir¢cok
hastaliklara yol agmaktadir (Kasnak & Palamutoglu, 2015). Serbest radikallerin neden
oldugu bu oksidatif stresi yok etmek ig¢in, insan viicudunun kullandig1 ana silah
antioksidanlardir (Kasapcopur Ozel & Birdane, 2014). Bir antioksidan, serbest radikale bir
elektronu aktarip notralize ederek onun zarar verme kapasitesini azaltacak kadar kararli bir
molekiildiir. Bu antioksidanlar, esas olarak serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri araciligryla
hiicresel hasar1 geciktirir veya inhibe eder (Halliwell, 1995). Diisiik molekiiler agirligina
sahip olan antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girer ve hayati
molekiiller zarar gérmeden zincir reaksiyonlarini sonlandirirlar (Lobo et al., 2010).
Insanlarda antioksidanlar ya dogal olarak viicut tarafindan iiretilir (endojen) ya da
disaridan alinirlar (eksojen) (Tablo 1.1) ve serbest radikal siipiiriiclileri olarak gorev
yaparak bagisiklik sisteminin etkinligini arttirir ve hastalik riskini azaltirlar (Kasapgopur
Ozel & Birdane, 2014). Antioksidanlar, biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini elektron
transferi, metal iyon selatlama, ortak antioksidanlar veya gen ekspresyon diizenlemesi gibi

cesitli mekanizmalarla gosterebilirler (Lobo et al., 2010).

Son zamanlarda, bazi sentetik antioksidanlar hakkinda olumsuz toksikolojik raporlar ve
tilketiciler arasinda artan farkindalik nedeniyle, dogal antioksidanlar kullanicilar ve
aragtirmacilardan biiylik ilgi gérmektedirler (Ramalakshmi et al., 2008). Tibbi bitkiler,
bilesimleri, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve etki bolgeleri bakimindan farklilik gosteren
cok c¢esitli dogal olarak olusan antioksidanlar igerir (Bhatt et al., 2012). Fenolik
antioksidanlar, hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda umut verici antioksidan aktivite
gosterdikleri i¢in bitkilerde bulunan tiim ikincil metabolitler arasinda en 6nemlileri gibi
goriinmektedir. Bitki fenolleri baslica bes ana gruba ayrilir: fenolik asitler, flavonoidler,
lignanlar, stilbenler ve tanenler. Fenolik bilesikler genellikle bir veya daha fazla hidroksil
grubu igeren bir veya daha fazla aromatik halkaya sahiptirler. Genel olarak, fenollerin
antioksidan kapasitesinin, serbest hidroksil gruplarinin sayist ve yan zincirlerin aromatik
halkalara konjugasyonu ile arttigt varsayilmaktadir (Kasote et al., 2015). Giigli
antioksidanlar olan fenoller ve flavonoidler ¢esitli in vitro hiicre modellerinde hidroksil

radikalleri, peroksil radikalleri, hipoklordz asitler, sliperoksit anyonlar1 ve peroksinitrit



dahil olmak iizere ¢ok cesitli reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek siirekli olarak koruyucu
etkiler gostermektedirler (Bhatt et al., 2012). DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri, dogal
iriinlerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilan yaygin yontemlerdir
(Sujarwo & Keim, 2019). Her ii¢ yontem elektron transferine dayanan yontemlerdir. Bu
metotlarin genelinde bir reaksiyon karisiminda antioksidan ve oksidan olmak iizere iki
bilesen mevcuttur. Oksidan antioksidandan bir elektron alip renk degisimine ugrar. Renk

degisiminin derecesi, antioksidan derigimiyle orantida bulunmaktadir (Biiyiiktuncel, 2013).



Tablo 1.1: Antioksidanlarin karakterizasyonu (Kasapgopur Ozel & Birdane, 2014).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Glutatyon peroksidaz Glutatyon Selenyum
Glutatyon rediiklaz Urik asit Koenzim Q10
Glutatyon S-transferaz Melatonin Transferrin
Stiperoksit dismutaz Albumin Seruloplazmin
Katalaz Bilirubin a-lipoik asit

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMIN ANTIOKSIDANLAR

ILAC OLARAK KULLANILAN
ANTIOKSIDANLAR

B-karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,
lokal  anestezikler,  kalsiyum  kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar

ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol,

oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Folik asit (Vitamin B9)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

(mannitol, albiimin)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Demir redoks dongiisii  inhibitdrleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorler

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar Demir

Demir selatorleri




1.3.1 DPPH

DPPH serbest radikal yontemi, ¢oziiciisii etanol olan menekse rengi bir ¢ozelti kullanilarak
gerceklestirilen elektron transferine dayal bir antioksidan tahlilidir. Oda sicakliginda stabil
olan bu serbest radikal, bir antioksidan molekiiliin varliginda indirgenir ve renksiz etanol
cozeltisine yol agar (Sekil 1.4) (Robinson & Lutwick, 1976). DPPH yontemi antioksidan
aktivitesi 6lgmek i¢in en ¢ok kullanilan spektrofotometrik yontemlerden biridir. Kullanilan
radikal bilesiginin kararli olmasi ve sentez gerektirmemesi sebebiyle DPPH testi
antioksidanlarin aktivitesini degerlendirmek i¢in gecerli, hizli, diigiikk maliyetli, hizli, kolay
uygulanabilen ve ekonomik bir yontem olarak kabul edilmektedir (Seyhan, 2019). Bu
yontemin avantaji, DPPH reaktifinin en zayif antioksidanlar da dahil olmak {izere
karisimdaki tim maddelerle etkilesebilmesi ve hem lipofilik, hem de hidrofilik
antioksidanlarla reaksiyona girebilmesidir (Kedare & Singh, 2011). DPPH, nitrojen
kopriisiindeki bir atomunda eslesmemis bir elektron bulunan kararli bir serbest radikaldir.
DPPH radikalinin siipiiriilmesi, popililer DPPH antioksidan testinin temelidir (Sharma &
Bhat, 2009). Spesifik bilesiklerin veya ozlerin antioksidatif aktivitesini degerlendirmek
icin, Orneklerin bir metanol ¢ozeltisi icerisinde olan DPPH ile reaksiyona girmesi
saglanmaktadir. Radikal formunda DPPH, 515 nm'de absorbe olur, ancak bir antioksidan

veya bir radikal tiir ile indirgeme iizerine, absorpsiyon kaybolur (Cuvelier & Berset, 1995).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Sekil 1.4: DPPH radikal siipiirme kapasitesi testinin prensibi (Teixeira et al., 2013).

1.3.2 ABTS
ABTS radikali toplam radikal temizleme kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilan ikinci bir
metottur. Bu yontem, ABTS'min antioksidan bilesikler tarafindan renk degistirmesi

temeline dayanmaktadir (Sekil 1.5). ABTS radikali genis bir pH araliginda stabildir. Bu
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nedenle, pH'm antioksidan mekanizma {izerindeki etkisini incelemek icin kullanilabilir.
ABTS radikali hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebildigi icin hem lipofilik hem
de hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilabilmektedir. ABTS
radikallerinin diisiik bir redoks potansiyeline sahip olmalar1 ¢ogu fenolik bilesigin ABTS
radikalleri ile reaksiyona girebilmesini saglar, bu sebeple ABTS testi fenollerin

antioksidatif kapasitesini degerlendirmek i¢in uygundur (Biiytiktuncel, 2013).

S\
. :< antioksidan
+.>: -K5S,0¢
Csz
2H5
+ / -
ABTSe" (A=734 nm) > N

N
| Csz ABTS (renksiz)
C

Sekil 1.5: ABTS’nin persiilfatla oksidasyonu (Biiyiiktuncel, 2013).

2Hs

1.3.3 FRAP

Demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) yontemi de tipik bir elektron transferine
dayali testlerden birisidir ve asidik bir ortamda antioksidanlar tarafindan demir iyonu
(Fe’") ligand kompleksinin yogun mavi renkli demir (Fe*") kompleksine indirgenmesini
Olcen bir testtir. Antioksidan aktivite, 593 nm'de absorbans artis1 olarak belirlenir ve
sonuglar bir antioksidan standardina gore ifade edilmektedir. FRAP testi, diger elektron
transfer bazli yontemlerden farkli olarak, demir ¢oziiniirliigiinii korumak ve elektron
transferini saglamak icin asidik pH kosullar1 (pH 3.6) altinda gergeklestirilmektdir. FRAP
testi basit, hizli, diisiik maliyetlidir ve 6zel ekipman gerektirmez. Baslangicta plazmadaki
indirgeme giiclinii 6l¢gmek icin kullanilmistir, ancak kullanimi diger biyolojik sivilarda,
gidalarda ve bitki ekstraktlarinda antioksidan aktiviteyi degerlendirmek icin genisletilmistir

(Zhong & Shahidi, 2015).
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1.4 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltliri, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, 1s1 ve besin maddeleri gibi
cevresel kosullarin kontrol edildigi bir laboratuvar ortaminda, 6zel olarak tasarlanmig
flasklarda, kontaminasyondan arindirilarak yasatilmasidir. insan dahil herhangi bir
canlidan alinan hiicrelerin yapay bir ortamda canli tutulabilmesi, herhangi bir organ veya
dokudan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve bir¢cok etik kayginin ortadan kalkmasi
nedeniyle hiicre kiiltlirli ¢alismalar1 tercih edilmektedir. Hiicre kiiltiirii kanser, as1
caligmalari, ilag gelistirme ve in vitro sitotoksisite ¢aligmalarinda siklikla tercih

edilmektedir (Tokur & Aksoy, 2017).

Sitotoksik, hiicrelerin oliimiine neden olan anlamina gelen bir terimdir. Bir maddenin
sitotoksik potansiyele sahip olup olmadigini belirlemek igin sitotoksisite caligmalar
yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢alismalari, hayvan deneylerine alternatif olarak ortaya
cikmis ve kullanim kolayligi ve in vivo ¢aligsmalardan elde edilen verilerle uyumluluklar
nedeniyle toksikoloji laboratuvarlarinda siklikla tercih edilmektedir (Riss & Moravec,
2002). Sitotoksisite, arastirilan maddenin maruz kalma siiresine ve dozuna bagli olarak
hiicrelere degisen derecelerde hasara yol agan bir olaydir. Hiicreler sitotoksik maddelere
maruz kaldiklarinda apoptoz, nekroz ve otofaji gibi farkli olaylar sonucunda dlebilir veya
sitostatik etki sonucunda ¢ogalma ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi, 2009). Deneysel
olarak biyolojik, kimyasal veya fiziksel faktorlere maruz birakilan hiicrelerin canliliginin
belirlenmesi sitotoksisite ¢alismalarinda o6nemli bir adimdir. Hiicre canliliini
belirlenebilmesi i¢in uygulanan pek c¢ok test mevcuttur, ancak yapilan sitotoksisite
caligmasinin tiirli ne olursa olsun, ¢aligma sonunda canli/6lii hiicre miktarinin belirlenmesi

onemlidir (Tokur & Aksoy, 2017).

Sifali bitkiler ve aslinda genel olarak bitkiler, dogada enfeksiyonlara, bdceklere ve
otgullara kars1 bir savunma gorevi goren, ancak genellikle onlarla beslenen organizmalari
etkileyen toksik maddeleri sentezlemektedirler. Bu nedenle, tibbi bitkilerin nispeten
giivenli kullanimin1 saglamak i¢in onlarin sitotoksik potansiyellerinin degerlendirmesi
gerekmektedir (de Oliveira Teixeira et al., 2003). Bitki ekstrakti gibi bir maddenin
sitotoksik etkisini belirlemek icin sik¢a kullanilan yontemler arasinda tetrazolyum tuzlar

ile yapilan testler bulunmaktadir.
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1.4.1 Tetrazolyum Tuzlar1 ile Yapilan Sitotoksisite Testleri

Tetrazolyum tuzlar1 heterosiklik organik yapilardir ve kesfedildikleri yildan beri binden
fazla liye sentezlenip tanimlanmistir (Altman, 1976). Tetrazolyum tuzlari elektron alarak
indirgenirler ve formazan adi verilen bir yapiya doniiserek bir renk degisimine yol
acmaktadirlar. Tetrazolyum molekiiliinde bulunan halka sadece aktif mitokondrilerde agilir
ve boylece sadece canli hiicreler dyle bir renk reaksiyonunu iiretebilirler (Mosmann, 1983).
Olii hiicreler ise tetrazolyum yapilarini indirgeme kabiliyetlerini kaybettikleri igin bir renk
degisimi meydana gelmez. MTT testinin 1983 yilinda Mossman tarafindan
geligtirilmesinden sonra, MTS, XTT, WST-1, WST-8 gibi farkli o6zelliklere sahip
tetrazolyum bilesikleri gelistirilmistir (Tokur & Aksoy, 2017).

1.4.2 MTS

Arastirmalarda bircok tetrazolyum-formazan materyali kullanilmis olmasina ragmen,
bunlardan sadece birkag1 kabul edilmis ve biyolojik sistemlere adapte edilmistir (Tokur &
Aksoy, 2017). Bunlardan bir tanesi MTS tetrazolyum tuzudur. MTS negatif yiiklii oldugu
icin hiicre membrani kolayca gecemez ve bir ara elektron alict molekiilii (fenazin etil
stilfat, fenazin metil siilfat) ile birlikte kullanilmalidir. Elektron alict molekiil hiicreye girer
ve sitoplazma veya plazma zarindan elektronlar alir ve tetrazolyum bilesigini indirgenmek
icin ortama geri doner. MTS'nin indirgenmesi sonucu olugan formazan ortamda kolaylikla
cozlinebilir. XTT ve WST olan tetrazolyum bilesikler ayn1 mantikla ¢alisirken MTT 6yle
degildir. MTT pozitif yiiklidir ve hiicreye kolayca girerek indirgenir fakat olusan
formazan suda ¢oziinmedigi i¢in ortamda kristaller halinde ¢cokmektedir (Riss & Moravec,
2002). MTS ile yapilan canlilik testinde ilk olarak hiicreler belirli bir siire arastirilan toksik
bilesige maruz birakilir. Daha sonra, toksik madde uzaklastirilir ve MTS ortama ekleyip
ortalama 1-4 saat boyunca inkiibe edilir. Bu inkiibasyon siirecinde canli hiicreler, MTS
olan tetrazolyum bilesigini indirgeyerek formazana doniistiirlir ve renk degisimi meydana
gelir. Son olarak, canli/6lii hiicre sayis1 belirlemek i¢in spektrofotometrik yontemle olusan

renk degisimi Slgiiliir (Tokur & Aksoy, 2017).

1.5 Genotoksisite
Aragtirmacilar, genomik yapinin net bir tanimin1 yapmadan once bile, tehlikeli maddelerin

genetik materyallerle etkilesime girebilecegini biliyorlardi. Bu tiir maddeler, cesitli
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hastaliklarla (kanser dahil) iligkili genomik kararsizliklara ve ¢oklu mutasyonlara neden
olabilir. Bu zararli maddeler kimyasal, fiziksel ve biyolojik ajanlar1 igermektedir (Ren et
al., 2017). Genotoksisite; c¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA
kiriklari, DNA insersiyonlari, kromozom anormalileri, gen mutasyonlari, klastojenite ve
anOploidi gibi hasarlari kapsayan genel bir terimdir. DNA’da mutasyona neden olan
ajanlar, DNA’ya dogrudan veya genomik bilgilere gore sentezlenmis proteinlere
baglanarak dolayli olarak etkilerini gosterirler. DNA hasarinda rol oynayan kilit
molekiillerinde ve sinyal yollarinda meydana gelen bozukluklar doku hasari, kanser,
yaslanma, kisirlik ve bazi genetik ve ¢ok faktorlii hastaliklara neden olur (Sekil 1.6)
(Sekeroglu & Sekeroglu, 2011). Genetik toksikoloji, hiicrenin DNA'sina ve
kromozomlaria zarar verebilecek ajan veya maddelerin incelenmesiyle ilgilenen bilim
dalidir. Genellikle genotoksisitenin mutajenite ile karistirildigi belirtilmektedir (SAKS et
al., 2017). Genotoksisite, mutajenisiteyi kapsar, ancak tiim genotoksik maddeler, DNA
dizilerinde genetik degisikliklere neden olmayabileceklerinden dolay1 mutajenik degildir

(Ren et al., 2017).

Ateroskleroz, otoimmiin hastaliklar ve bazi diyabet tiirleri dahil olmak {izere bir¢ok énemli
hastalik mutasyonlarla iligskilendirilmektedir. Ek olarak, epidemiyolojik ¢aligmalar, bircok
kanserin kalitsal bir mutatdr fenotipinin yani sira ¢oklu mutasyon etiyolojisine bagl
oldugunu gostermistir (Knezevic-Vukcevic et al., 2007). Son yillar, ¢ok ¢esitli tibbi bitkiler
ve bunlarin metabolitleri, zararli kimyasallarin mutajenik ve kanserojenik etkilerini
azaltma potansiyelleri agisindan incelenmektedir. Ciinkii bu dogal bilesikler serbest
radikalleri ve oksidatif stresin neden oldugu DNA ve hiicresel hasarlar1 inhibe edebilme

potansiyeline sahiptirler (Bouguellid et al., 2020).
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Genotoksinler

Mitotik ig Hiicre dongiisii
iplikler kontrol noktalar1

DNA onarim hatalari
Mutasyonlar
Apoptoz

Genetik Kararsizliklar

Yaglanma

infertilite Genetik ve
multifaktoriyel
hastaliklar

Sekil 1.6: Genotoksinlerin Etki Mekanizmasi ve Sonuglari
(Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

1.5.1 Genotoksisite Testleri

Gilinlimiizde rutin olarak kullanilan genotoksisite yontemleri son 30 yilda gelistirilmistir.
Bu siirede ¢ok sayida test gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Cakmak Demircigil et al., 2009) Bu testler, ¢esitli mekanizmalarla genetik materyale
dogrudan veya dolayli olarak verilen hasar1 tespit etmek icin gelistirilmis in vitro ve in vivo
yontemlerden olusmaktadir (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011). Bu calismada yer alan
gentotoksisite testleri mikroniikleus testi ve 8-OHdG ELISA testidir.

1.5.1.1 Mikroniikleus Testi
Hiicreler bir genotoksik ajana maruz birakildiginda mikroniikleus yapilar olusabilmektedir.
Mikroniikleuslar kromozomda meydana gelen kiriklar nedeniyle, asentrik kromozom

parcaciklar1 veya mitotik ag aparatindaki hatalarin sonucunda, telofazda kutuplara
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cekilemeyen kromozomlardir ve sitoplazmada gozlenen esas cekirdege dahil olmayan
kiigiik ¢ekirdek yapilardir (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011; Yiizbasioglu et al., 2014).
Mikroniikleus sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin neden oldugu hiicrelerdeki kromozomal
diizensizliklerin ve somatik hiicrelerdeki genomik instabilitenin dolayli bir gdstergesi

olarak kabul edilmektedir (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

Mikroniikleus testi sitokinezi bloklanmis mikroniikleus testi olarak da adlandirilir ve
kimyasal ya da fiziksel ajanlarin kromozomlar {izerindeki genotoksik etkilerini
degerlendirmesinde  kullanilan ~ yontemlerden  biridir. ~ Mikroniikleus  yapilarini
saptayabilmek i¢in bu yontemde sitokinez durdurulmalidir. Bu amagla bir aktin polimeraz
inhibitorii olan sitokalasin B (CytB) kullanilir ve belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda
protokollere uygun sekilde hasat edilen mitotik hiicrelerin biniikleer goriintiileri elde edilir

(Yiizbasioglu et al., 2014).

1.5.1.2 8-OHdG ELISA Testi

Niikleik asitlerin oksidatif hasarlari, biyomolekiiller arasinda gozlenen en tehlikeli
modifikasyonlardir. Bu hasarlar bazlarin ve/veya seker parcalarinin oksidasyonu, tek/¢ift
zincir kirilmalari, bazik/apurinik/apirimidinik bdlgelerin olugmasi ve piirin/pirimidin/seker
bolgelerindeki modifikasyonlar, niikleik bazlarin yapisal mutasyonlar, DNA-protein
capraz baglanmalari, kromozom parcalarinin delesyonlar1 ve/veya translokasyonlari olarak
gozlenebilmektedir. Bu tiir hasarlarin birikmesi, genetik bilgide degisikliklere ve sonug
olarak mutajeneze ve hiicre apoptozisine yol acabilir. Hidroksil radikali, DNA hasarlarinin
cogundan sorumludur. Pirimidinlerin C5 karbon atomuna veya metil grubunun (CHs)
karbon atomuna saldirirken, piirinlerin C8 atomuna veya adeninlerin amino grubuna
saldirabilir. Tiim niikleik bazlardan guanozin, ROS'un neden oldugu oksidatif strese en

duyarli olanidir (Urbaniak et al., 2020).

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif stresin biyolojik belirteci olarak
bilinmektedir. 8-OHdG, hiicresel DNA'da 2'-deoksiguanozinin oksidasyonu ile fiiretilir
(Inaba et al., 2011). 8-OHdG'nin modifikasyonu, *OH veya 'O, ile DNA zincirinin

guanozinin arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak ortaya cikar. Serbest radikaller,
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guanozine veya serbest 2'-deoksiguanozine saldirir, bu da sonug olarak radikal eklentiler
olusturur (Sekil 1.7) (Urbaniak et al., 2020). 8-OHdG konsantrasyonu ile ilgili yapilan
aragtirmalar incelendiginde bagirsak kanseri, diyabet veya Alzheimer hastalarinda 8-OHdG
miktarinda bir artis oldugu bilinmektedir. Ayrica yaslanma ve farkli toksik ajanlara maruz
kalma gibi durumlarda da 8-OHdG miktarinda artis gozlemlenmistir (Inaba et al., 2011).
Bu nedenle 8-OHdG, oksidatif DNA hasarmin en sik kullanilan biyolojik
belirteclerindendir (Martins et al., 2017). Oksidatif DNA hasar1 ELISA kiti (OxiselectTM,
Cell Biolabs STA-320, San Diego, ABD) oksidatif DNA hasarin1 belirlemek igin
kullanilmaktadir. Bu test, DNA ekstraksiyonu, DNA sindirimi ve 8-OHdG tespit etme

olmak iizere ii¢ ana basamaktan olugmaktadir (Ugur Aydin et al., 2018).

: 0
N :;;»A‘ NH . @
w4,/ \ NN [\
s G ih : NN~ oR)
[ Oxidative Stress
Q ”~ '~.>>‘v‘ - Q :
HO— _"v’ “OH Ho—/ HK’OH
Deoxyguanosine 8-OHdG

Sekil 1.7: 8-OHdG olusumu (Handayani et al., 2017).

1.6 Antibakteriyel Aktivite

Bakteri, mantar ve maya gibi mikrobiyal tiirler diinyanin hemen her yerinde yasayabilirler
ve bazilar1 insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde klinik olarak anlamli hastaliklara sebep
olan birincil ve firsat¢1 patojenler olabilmektedirler. 1900'li yillarin baslarinda, bulasici
hastaliklar diinya ¢apinda dnde gelen 6liim nedenlerinden biri olsa da gegen yiizyilda,
yiiksek 6liim sayisina sebep olan mikrobiyal enfeksiyonlar, antibiyotikler, antiseptikler,
dezenfektanlar gibi antimikrobiyal ajanlarin gelismesiyle anlamli olgiide azalmigtir.
(Ustaoglu lyiglindogdu et al., 2014). Antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 bakteri ve
mantar kaynakli antibiyotiklere giivenildigi i¢in yiiksek bitkilerin ¢ok azi antimikrobiyal
ajanlar olarak kullanilmaktadir. 1950'lerde antibiyotiklerin ortaya ¢ikisindan bu yana, bitki

tiirevlerinin antimikrobiyal olarak kullanimi azalmistir (Cowan, 1999). Ancak tibbi agidan
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onemli bakterilerde antibiyotik direncinin endise verici siklig1 gz oniine alindiginda, bilim
adamlarimin yeni antimikrobiyal madde arastirma c¢aligmalari yogunluk kalzanmigtir.
Bulasict hastaliklarin tedavisi i¢in tibbi bitkilerin alternatif antimikrobiyal ilaglar olarak

gelistirilmesine stirekli ihtiyag¢ vardir (Parekh et al., 2005).

1.6.1 Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi, bakterilerin antibakteriyel maddelere karsi olan duyarliligini test
etmek icin kullanilan temel bir yontemdir ve se¢ilmis bir bakteri soyunun inokiile edildigi
agar besiyeri Tlzerine arastirilacak olan antibakteriyel maddeyi igeren disklerin

yerlestirilmesi prensibine dayanmaktadir (Pavlasova, 2015).

1.7 Hemouyumluluk

Kan, plazma ve hiicrelerden meydana gelen kompleks bir dokudur. Kan plazmasi, nispeten
yiiksek protein igerigine (40-60 g / L) sahip, %0.9 sodyum kloriire karsilik gelen izotonik
bir elektrolit ¢ozeltisidir. Kanda bulunan en yaygin kan hiicreleri eritrositlerdir. 1 pL kanda
4 milyon eritrosit bulunmaktadir, bu ise toplam kan hacminin %40'min eritrositler
tarafindan olusturuldugu anlamina gelmektedir. Bu hiicreler ayrica en rijit olan hiicrelerdir
ve yirtilmaya ve ardindan ortaya ¢ikan hemolize egilimlidirler (Sanak et al., 2010). Latince
hemo (kan) ve lizis (parcalanmak) kelimelerinden olusan hemoliz, eritrositlerin hiicre
zarinin hasar gormesi veya tahrip edilmesinden sonra hemoglobin ve diger hiicre ici
bilesenlerin c¢evreleyen plazmaya salinmasidir (Lippi et al., 2008). Hemoliz, ozmotik
basingtaki bir degisiklik veya mekanik cihazlarla etkilesim ile de ortaya g¢ikabilmektedir
(Sanak et al., 2010). Kan bilesenlerindeki hemoliz miktari, hiicresel biitlinliigiin 6nemli bir
gostergesi ve kalite parametresidir (Sawant et al., 2007). Hemouyumluluk terimi,
materyallerin kan ve kan bilesenleri ile uyumlulugunu degerlendirmek anlamina
gelmektedir (Sastri, 2022). Hemouyumluluk testleri, kanla temas eden tibbi cihaz veya
materyallerin kan ve/veya kan bilesenleri lizerindeki etkilerini degerlendirir (Anderson,

2012).

Hemolitik in vitro aktiviteler, ila¢c gelistirmelerinde yeni bir aragtirma alanina

doniismektedir. Arastirmacilar, anti-agregasyon etkileri olan potansiyel dogal iirlinleri
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bulmak i¢in etnobotanik acgidan ©Onemli bitkileri incelemektedirler. Bu ¢alismalar
onemlidir, ¢linkii baz1 hastalar var olan ilaca kars1 direngli hale gelmislerdir (Mukherjee &
Rajasekaran, 2010). Hemolitik aktivitesinin Olgiilmesi, sitotoksisitenin bir gostergesi
oldugu icin, bitki ekstraktlarin insan kani iizerindeki etkisinin arastirilmasi Snemlidir

(Mukherjee & Rajasekaran, 2010; Oliveira et al., 2009).

1.8 Literatiir Ozeti

Literatiire bakildiginda Phlomis pungens var. hirta bitkisi lizerinde ii¢ uluslararasi ¢aligma
yapildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalarin birinde Ulukanli ve Akkaya Phlomis pungens var.
hirta bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini
incelemek icin disk difiizyon yontemini kullanmiglardir. Arastirmacilar yaptiklari
caligmalarin sonunda bitkinin heksan ekstraktinin ¢esitli diizeylerde antibakteriyel aktivite
gosterdigi sonucuna ulasmuslardir (Ulukanli & Akkaya, 2011). Ozcelik ve arkadaslari,
Phlomis pungens var. hirta bitkisinin petrol eteri ve metanol ektraktlarinda antiviral,
antibakteriyel ve antifungal etkilerini arastirmiglardir. Her numunenin antiviral,
antibakteriyel ve antifungal etkilerinin belirlenmesi i¢in maksimum toksik olmayan
konsantrasyonu (MNTC) hiicresel morfolojik degisikliklere dayali olarak incelenmistir ve
Phlomis pungens var. hirta ektraktlarinin antibakteriyel ve antifungal atkivitesi
gosterdigini ancak antiviral aktivite gdstermedigi sonucuna ulasilmistir (Ozcelik et al.,
2010). Ozkan ve arkadaslari Phlomis pungens var. hirta bitkisisin yaprak ve gicek
metanolik ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitelerini test etmislerdir ve bitki
ekstraktlarinin  6zellikle Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’e karst

antimikrobiyal etki gsterdigini belirtmislerdir (Ozkan et al., 2009).

Phlomis pungens var. hirta bitkisinin bir liyesi oldugu Lamiaceae familyasindaki diger
bitkilere ait literatiirde bircok calisma bulunmaktadir. Ornegin, Ceker ve arkadaslari
Lamiaceae familyasina ait olan Origanum vulgare bitkisinin esansiyel yaginin kimyasal
bilesimini, in vitro antigenotoksik etkilerini ve antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Bu
amagcla aflatoksin B1 ile inkiibe edilmis insan lenfosit hiicreleri kullanilarak antigenotoksik
aktivite, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri ile degerlendirilmistir.
Deneylerin sonucunda, Origanum vulgare bitkisinin giiclii antioksidatif ve antigenotoksik

etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur (Ceker et al., 2012). Dirican ve arkadaslar1 da
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Thymbra spicata L. bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarin civa ile indiiklenmis insan
lenfositleri {izerindeki antigenotoksik etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar, bu
calismanin sonucunda, Thymbra spicata'min, agir metal kaynakli genotoksisitenin bir
baskilayicisi olarak kullanilabilecek toksik olmayan bir malzeme oldugunu gostermislerdir
(Dirican et al., 2012). Daradka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska caligmada, yedi
Suudi sifali bitkisinin oksidatif DNA hasarina kars1 potansiyelleri insan lenfosit hiicreleri
ile 8-OHAG testi kullanilarak arastirilmistir. Sonu¢ olarak, Nigella sativa, Olea
chrysophylla ve Pulicaria cripa bitkilerinden elde edilen 6ziitlerin, kiiltiirlenmis hiicrelerde
oksidatif DNA hasarim1 Onlemek i¢in yararli ajanlar olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Daradka et al., 2018). Alkofahi ve arkadaslar1 Urdiin'de yetisen ve yiiksek
antioksidatif kapasiteye sahip oldugu bilinen baz1 bitkiler ile hazirlanan ekstraktlarin insan
lenfositlerindeki oksidatif DNA hasarina karsi olan koruyucu etkilerini in vitro §-OHdG
testi kullanarak test etmislerdir. Arastirilan 15 bitki arasinda Lamiaceae ailesine ait olan
Salvia triloba bitkisinin yaprak kisimlarinin etanol ekstraktinin oksidatif DNA hasarina
kars1 en koruyucu 6zelliklere sahip olan bitki oldugu sonucuna ulasilmistir (Alkofahi et al.,

2016).

Ehtesham-Gharaee ve arkadaslar1 Scutellaria lindbergii (Lamiaceae) bitkisinin metanol
ektraktinin H,O, ile indiiklenmis NIH 3T3 hiicre hati iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkisini arastirmiglardir. Caligmada sitotoksisite MTT testi ve genotokosisite Comet testi
ile saptanmistir ve deney sonucunda Scutellaria lindbergii’nin DNA hasar1 lizerinde
onemli inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Ehtesham-Gharaee et al., 2015). Hartiadi
ve arkadaslar1 Caesalpinia sappan L. bitkisinin metanol ekstraktinin H,O; ile indiiklenmis
insan keratinosit hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik ve antioksidan etkisini MTS testi ile
arastirmiglardir. Calismalarin sonucunda, Caesalpinia sappan L. bitkisinin oksidatif strese
kars1 E vitamini ile karsilagtirilabilir bir koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermislerdir
(Hartiadi & Sahamastuti, 2020). Mahomoodally ve arkadaslart Ocimum tenuiflorum
(Lamiaceae) bitkisinin metanol ve su ekstraktlarin 3T3 hiicre hat1 iizerindeki antioksidan
ve sitotoksik etkisini MTT testini kullanarak arastirmislardir ve sonuglarinda bitkinin gii¢lii

antioksidan performans gostermis oldugunu belirlemislerdir (Mahomoodally et al., 2012).

Firuzi ve arkadaglar1 Iran'da yetisen 9 Salvia tiirii ve 15 diger Lamiaceae bitkisinin

metanolik ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini, FRAP ve DPPH serbest radikal
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siipiirme deneyleri kullanarak degerlendirmislerdir. DPPH testindeki ICsy degerleri 115.7-
1350.2 pg kuru agirlik/mL olarak belirlenmistir ve Salvia tiirleri en yliksek antioksidan
aktiviteyi gostermistir (Firuzi et al., 2010). Gougoulias ve Mashev Yunanistan ve
Bulgaristan'da yetisen ve bitki c¢aylarinin hazirlanmasinda kullanilan Lamiaceae
familyasina ait on sifali bitkiyi, polifenol igerikleri ve antioksidan aktiviteleri agisindan
incelenmislerdir. Arastirmacilar antiradikal aktiviteleri, DPPH testi sonucunda 6.05- 9.95
umol Trolox/g dw ve ABTS testi sonucunda da 13.07- 18.30 pmol Trolox/g dw olarak
bulmuslardir. Calisilan bitkiler karsilastirildiginda, kekigin en yiiksek polifenol igerigine
ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlenirken, feslegenin en diisiik degerlere sahip
oldugu ortaya konmustur. Bu arastirma sonunda arastirmacilar, c¢aylarin igerdikleri
antioksidan fenolikler sayesinde yiiksek serbest radikal temizleme potansiyellerinin
oldugunu ve 6nemli diyet kaynaklar1 olarak kabul edilmeleri gerektigini belirtmislerdir

(Gougoulias & Mashev, 2015).

1.9 Calismanin Amaci

Son yillarda modern tipta gozlemlenen biiyiik ilerlemelere ragmen, bitkiler hala saglik
hizmetlerine 6nemli bir katkida bulunmaktadir. Sifali bitkilere olan ilgi, 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde halk ilaglarinda uzun siire kullanilmalarindan ve profilaktik
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Cogu tibbi bitkinin toksisite profili kapsamli bir
sekilde degerlendirilmemis olsa da, genellikle bitki iirlinlerinden elde edilen ilaglarin

sentetik muadillerine gore daha giivenli oldugu kabul edilmektedir (Saeed et al., 2012).

Lamiaceae ailesinin iiyesi olan Phlomis pungens var. hirta tiriinlin su, metanol ve etanol
ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi, insan lenfosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
ve H0;’in indiikklemis oldugu mutajenik etkiyi ne kadar baskiladigi belirlenmeye
calisilmistir. Ayrica, Phlomis tiiriin ¢esitli bakteri tiirleri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi
ve hemouyumlulugu belirlenmeye ¢alisilmistir (Sekil 1.8). Bu arastirma kapsaminda elde
edilen bulgularin literatiire saglayacagi onemli katkilarinin yani sira, oksidatif DNA
hasarlarina kars1 Phlomis pungens var. hirta bitkisinden faydalanilarak sentezlenebilecek
potansiyel farmokolojik {iriinlerin tasarimi i¢in Onemli bir kaynak olusturacagini

diistinmekteyiz.
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Phlomis pungens var hirta Bitkisinin Sitotoksik ve
Antigenotoksik Etkilerinin Bazi In Vitro Testlerle Arastirilmasi

Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve
Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Antioksidan Antibakteriyel
Kapasitesi AKktivitesi

Hemouyumluluk

Disk Hemoliz
Difiisyon Oraninin
Testi Belirlenmesi

DPPH ABTS FRAP
Yontemi Yontemi Yontemi

Kandan Lenfosit
Kiiltiirii

Sitotoksisite Antigenotoksisite

S Oksidatif DNA

MTS Testi MAUSTORIICHS Hasarmn
Testi . q

Belirlenmesi

Sekil 1.8: Tez kapsamin1 6zetleyen diyagram.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Deney Calismalarinda Kullamlan Kimyasal ve Laboratuvar Malzemeleri
Kullanilacak kimyasallarin giivenlik protokolleri deney oncesinde incelenmis ve sagliga
zararlar1 dikkate alinarak hazirliklar yapilmistir. Deneylerde kullanilan kimyasallar ve

laboratuvar malzemeleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1: Kimyasal ve laboratuvar malzemeleri listesi.

Bitki Ekstraktlarin Hazirlanmasi i¢in Kullanilan Malzemeler

dH,O
Metanol
Etanol
Filtre kagidi

Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi icin Kullanilan Malzemeler

DPPH ¢ozeltisi
Metanol

ABTS ¢ozeltisi
Amonyum persulfat

FRAP c¢ozeltisi

Kandan Lenfosit Kiiltiiriin Olusturulmasi i¢cin Kullanilan Malzemeler

RPMI

FBS
Penisilin/Streptomisin
Phetohemaglutinin

H,0O,

MTS Testi icin Kullamlan Malzemeler

MTS reagent
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Mikroniikleus Testi Icin Kullanilan Malzemeler

Cyt-B

KCl

Metanol

Glasiyel asetik asit
Formaldehit
Etanol

Giemsa

Sorrenson tamponu
Filtre kagidi

Sale

Lam

dH,O

Oksidatif DNA Hasarmin Belirlenmesi I¢in Kullamlan Malzemeler

DNA ekstraksiyon kiti

PBS

Proteinaz K

RNaz A

Hiicre Lizis Tamponu
gDNA Baglanma Tamponu
gDNA Saflagtirma Tamponu
gDNA Yikama Tamponu
gDNA Eliisyon Tamponu
Niikleaz P1

Oksidatif DNA hasar1 ELISA kiti
ELISA plakasi

8-OHdG konjligati
Anti-8-OhdG Antikoru
Yikama Tamponu

Ikincil antikor-enzim konjiigatt

Monarch®Genomic DNA Purification Kit

OxiselectTM, Cell Biolabs STA-320
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2.1.2 Deney Calismalarinda Kullanilan Laboratuvar Cihazlan

Deneysel

prosediirlerin  uygulanmasi sirasinda

gesitli  laboratuvar

yararlanilmigtir. Kullanilan laboratuvar cihazlar1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari.

cihazlarindan

Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Cihazlarn

Biyogiivenlik kabini
Etuv

COy’li Inkiibator
Mikropipet seti

pH metre

Hassas terazi

Saf su cihazi

Labconco
Memmert

Nuaire

Eppendrof

Hanna Instruments
Denver Instrument

Human Power I

Manyetik karistirict Heidolph

Sogutmali santrifiij Hettich Rotina 380R
Calkalamal1 inkiibator Gerhardt
Evaporator Heidolph
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Thermo Scientific
Su banyosu Elma Sonic

Is1ik mikroskobu Olympus

Vorteks Warning

puDrop™ Plate Thermo Fisher Scientific
Otoklav Hirayama
Buzdolabi (-20 °C) (+4 °C) Altus

Buzdolabi (+4 °C) Regal

2.2 Metot

2.2.1 Bitki Ornerklerinin Toplanmasi ve Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

2.2.1.1 Bitki Materyallerinin Temini

Phlomis pungens var. hirta bitkisinin toprak iistii olan kisimlari, Haziran 2020'de

Diyarbakir'in (Tirkiye) Lice ve Kulp ilgeleri arasinda yaklasik 1100 m yiikseklikte

ciceklenme déneminde toplanmustir. Phlomis pungens var. hirta bitkisi Dr. Ogretim Uyesi
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Mikail Acar tarafindan toplanmis ve teshis edilmistir.

2.2.1.2 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bitki, hava akimi olan gdlge bir alanda kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Yaprak ve
cicek kismi (50 gr) 250 mL su, metanol ve etanola maruz birakilmistir ve gece boyunca
calkalayicida tutulmustur. Elde edilen bitki ekstrakt: filtre kagid ile siiziilmiistiir. Oz, bir
evaporator kullanilarak vakumda konsantre edilmis ve test edilinceye kadar 4 °C'de

saklanmistir (Dirican et al., 2012).

2.2.2 Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

2.2.2.1 DPPH Yontemi

Phlomis pungens var. hirta tiiriin antioksidan kapasitesi, DPPH radikal siiplirme aktivitesi
kullanilarak belirlenmistir. DPPH tartilmistir ve metanol iceren bir balonda
¢Oziindirilmistir. 0,05 mL bitki ekstrakti, 2,5 mL DPPH ve 2,5 mL metanol bir test
tipline ekleyip 1 saat karanlikta tutulmustur. Spektrofotometrik Ol¢timler 517 nm'de

yapilmis ve numunelerin radikal siipiirme aktivitesi belirlenmistir (Y1ldiz et al., 2020).

2.2.2.2 ABTS Yontemi

Phlomis pungens var. hirta tirin ABTS radikal siipiirme aktivitesi, Re ve ark.’nin yontemi
ile yapilmistir. ABTS ¢ozeltisi, esit hacimlerde ABTS tuzu ve amonyum persiilfat
kullanilarak hazirlanmis ve gece boyunca karanlikta tutulmustur. Numune analizi i¢in, 2,95
mL ABTS ¢ozeltisi ve 0,05 mL numune (bitki ekstrakti) 3 mL'lik bir kiivete eklenmistir.
Olgiimler 734 nm'de UV-Gériiniir bir spektrofotometre ile yapilmistir (Y1ldiz et al., 2020).

2.2.2.3 FRAP Yontemi

Phlomis pungens var. hirta tiriin demir iyonu indirgenme giici FRAP metodu ile
belirlenmistir. 10 mM 25 mL asetat tamponu ve 300 mM (pH 3,6) 2,5 mL 2,4,6-tripiridil-s-
triazin (TPTZ) ¢ozeltisi 40 mM HCI ve 20 mM FeCl;6H,0 igine karistirilarak son hacim
2,5 mL olacak sekilde taze bir FRAP ¢o6zelti hazirlanmistir. Karisik ¢ozelti 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Bir numune (150 pL), 2850 uLL FRAP ¢ozeltisi ile karigtirilmig
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ve 30 dakika boyunca karanlikta tutulmustur. Demirli tripiridiltriazin kompleksin
aborbansi 593 nm’de Sl¢lilmisiitr. Standart egri, 50 ila 500 uM arasinda degisen Trolox
esdegerliginde hazirlanarak kullanilmistir (Biiytliktuncel, 2013).

2.2.3 Kandan Lenfosit Kiiltiiriin Olusturulmasi

Projede kullanilmig olan lenfosit hiicreleri i¢in kan; kronik hastaligt olmayan, sigara
kullanmayan, yakin zamanda ila¢ kullanmamis ve en az 6 ay icinde enfeksiyon hastalik
gecirmemis olan saglikli goniilli bireylerden heparinli tiiplere alinmistir. Bu caligsma
kapsaminda 25-30 yas aras1 2 erkek ve 2 kadin toplamda 4 goniillii birey kullanilmistir.
Deneyde kullanilan besiyerini hazirlamadan 6nce -20 °C de tutulan Penisilin/Streptomisin
ve FBS 37 °C’de ultrasonik su banyosunda eritilmigtir. Hiicre besiyeri hazirlanmasinda,
lenfositler i¢in biiyiime faktorii igeren 100 mL FBS 77,5 mL RPMI 1640 mediumun igine
ilave edilmistir. Kontaminasyonlart onlemek icin 0,5 mL Penisilin/Streptomisin ve
hiicrelerin boliinmesini tesvik etmek icin 1 mL Phtohemaglutinin besiyerine eklenmistir.
Elde edilen besin ortami falkonlara boliinerek 5 mL kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir (pH’lar1
6,8-7,2) ve -20 °C de saklanmistir. Hazirlanan kiiltiir ortamlarina yaklagik 0,5 mL kan
ekilmig ve 37 °C’lik etlivde 72 saatlik kiiltiire alinmigtir. Antigenotoksisite testleri igin
calisilan olan Phlomis pungens var. hirta ekstraktlar1 (0.10, 0.25, 0.50, 1, 10, 25, 50, 100
mg/L) inkiibasyonun 48.saatinde kiiltlir ortamlarina katilmistir. Pozitif kontrol olarak H,O,
(6,5 ng/mL) kiiltiir ortamina eklenmistir. Bu calisma Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 23.06.2021 tarihli 2021/132 no’lu karar ile

onaylanmuistir.

2.2.4 Sitotoksisitenin Belirlenmesi

2.2.4.1 MTS Testi

0.1 mg/L, 0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L. ve 100 mg/L
konsantrasyonlarda hazirlanmis olan bitki ekstraktlar1 yeni izole edilen lenfositler ile
etkilestirilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan lenfosit kiiltiiriin i¢ine herhangi bir bitki
ekstrakti eklenmemistir. Tiim numuneler ve kontrol gruplar ii¢ giin boyunca 37 °C’de %
5’lik CO; ortamina inkiibe edilmistir. 24 ve 48’lik inkiibasyon siire¢lerin sonunda 96-Well
Plate’in her bir kuyucuga 100 uL lenfosit hiicreleri eklenmistir ve tizerlerine 20 uL. MTS
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cozeltisi eklenip dort saat boyunca inkiibe edilmistir. Spektrofotometre ile 490 nm’de

Ol¢iim alinmistir (Yilmaz et al., 2019).

2.2.5 Genotoksisitenin Belirlenmesi

2.2.5.1 Mikroniikleus Testi

Biniikleuslu hiicreler elde etme amaciyla kiiltiir siiresinin 44. saatin baginda hiicre
boliinmesini sitokinez agamasinda durduran final konsantrasyonu 3pg/mL olan sitokalazin-
B (Cyt-B) kiiltiir ortamina ilave edilmistir. 48. saatte bitki ekstraktlar1 eklenerek ve 72.
saatte hiicreler rutin hiicre kiiltiirli yontemine gore toplanarak 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve ¢oken kisimdaki hiicrelerin sismesi ve 1s1k
mikroskopunun altinda mikroniikleuslarin goriilebilmesi i¢in belirlenen siirede 0,075 M
KCI hipotonik soliisyonu ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda tekrar 5 dakika 800 rpm’de
santrifiij edilerek hiicreler ¢okertilmistir. Ardindan taze hazirlanmis 3:1 oraninda metanol
ve glasiyel asetik asit iceren soguk fiksatifle kiiltiir ortami yavas yavas 7 mL’ye
tamamlanmistir. Elde edilen hiicreleri sabitlemek ic¢in kiiltiir ortamina 1-2 damla
formaldehit ilave edilmistir. Yaklasik 5 dakikalik fiksasyon siiresinin ardindan 5 dakika
800 rpm’de santrifiij islemi uygulanmistir. Dipteki pelletin yogunluguna dikkat edilerek 1
ml’ye kadar daha fiksatif eklenmistir. Bu asamada fiksatif igerisindeki hiicreler artik
lamlara yayilarak preperat haline gelip son sekillerini almigtir. Elde edilen hiicreler alkolde
temizlenmis lamlar iizerine yayilarak kurumaya birakilmigtir. 5 mL Giemsa iizerine 95 mL
Sorrensen tampon c¢ozeltisi ilave edip filtre kagidinda siiziiliirek saleye koyulmustur.
Kurutulan preparatlar %5°1lik Giemsa solusyonu ile sale icerisinde 15 dakika boyanmis ve
siire sonunda preparatlar distile suyla durulanarak havada kurutulmus ve serin bir yerde
muhafaza edilmistir. Isik mikroskobu ile 40X objektif ayarlanmig ve hazirlanan
preperatlarda 2000 biniikleer (iki niikleuslu) hiicre incelenmistir. Bu biniikleer hiicreler

icerisinden mikroniikleuslu olanlar saptanmistir (Dirican et al., 2012).

2.2.5.2 Oksidatif DNA Hasariin Belirlenmesi
Oksidatif DNA hasar1 ELISA kiti (OxiselectTM, Cell Biolabs STA-320, San Diego, ABD)
oksidatif DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu test, DNA ekstraksiyonu, DNA

sindirimi ve 8-OHdG tespit etme olmak iizere ii¢ ana basamaktan olugmaktadir.
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DNA Ekstraksiyonu

DNA, DNA ekstraksiyon kiti (Monarch® Genomic DNA Purification Kit) kullanilarak su,
metanol ve etanol ekstraktlarina (50 mg/mL) 24 saat boyunca maruz birakilan lenfosit
hiicrelerinden izole edilmistir. Bunun igin 1 x 10* - 5 x 10° hiicre igeren bir hiicre pelleti
1.000 x g'de santrifiij edip 100 uL soguk PBS de ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 uL Proteinaz K
ve 3 uL RNaz A ekleyip vorteks ederek karistirilmistir. 100 pL. Hiicre Lizis Tamponu
ekleyip tekrar vorteks edilmis ve 1400 rpm'de termal calkalayicida 56 °C'de 5 dakika
inkiibe edilmigtir. Numuneye 400 pL. gDNA Baglama Tamponu ekleyip 5-10 saniye
boyunca vorteks ederek karistirilmistir. Lizat / baglama tamponu karisimini (~ 600 pl) bir
toplama tiipiine onceden yerlestirilmis bir gDNA Saflastirma Kolona aktarilmistir. Daha
sonra gDNA'y1 baglamak icin ilk 6nce 3 dakika 1.000 x g'de ve ardindan membran
temizlemek i¢in maksimum hizda (> 12.000 x g) 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Kolon yeni bir toplama tiibiine aktarilmistir. 500 uL gDNA Yikama Tamponu ekleyip bir
kac kez alt {ist edilerek ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Yikama iglemi bir
kez daha tekrarlanmistir. gDNA Saflastirma Kolonunu DNaz igermeyen 1,5 mL mikrofiij
tiipiine yerlestirilmis ve 35-100 pL 6nceden 1sitilmig (60 °C) gDNA Eliisyon Tamponu
ekleyip, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir. gDNA'y1 eliie etmek i¢in maksimum
hizda (> 12.000 x g) 1 dakika santrifiij edilmistir.

DNA Safhiginin Ol¢iimii ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Niikleik asitlerin konsantrasyonu bir kore (bos 6rnek) kars1 260 nm de absorbans 0l¢iilerek
belirlenmistir. DNA safliinin 6l¢timii ve konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
puDrop™ Plate cihazi mikrolitre bazinda sonuglar i¢in kullanilmistir. Microdrop cihazina 2
pL’lik DNA o6rnegi direk seyreltiimeden konulmustur. Kontaminantlarin varligi, oran
hesaplamasi ile ayirt edilmistir. Proteinler 280 nm de absorbladig1 icin A260/A280 orani
niikleik asitin safligin1 hesaplamak icin kullanilmigtir. Saf DNA yaklagik 1.8, saf RNA ise
yaklasik 2.0 degerini vermelidir.

Konsantrasyon hesabi yapilirken su formiil kullanilmistir:

DNA konsantrasyonu(pg/mL) = Abs260 x 50 pg/mL x (10 mm/0,49 mm)
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DNA Sindirimi
Izole edilen DNA 6rnekleri, 95 °C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra buz iizerinde hizli
sogutma ile tek sarmalli DNA'ya doniistliriilmiistiir. Daha sonra, 100 uL. DNA'ya 10 pL
Niikleaz P1 eklenmistir. Ornekler, DNA'y1 hidrolize etmek icin 37 °C'de 2 saat inkiibe
edilmis ve her hidrolize DNA o6rnegine alkalin fosfataz (10 puL) ekleyip 37 °C'de 1 saat
daha inkiibe edilmistir. Tiim safsizliklar1 gidermek i¢in hidrolizatlar siizlilmiis ve 5 dakika

12.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

8-OHdG Tespit Etme

8-OHdG ELISA testi, tedarik¢inin talimatlar1 izlenerek gergeklestirilmistir. Ozet olarak,
ELISA plakasi, 8-OHdG konjugati (her bir oyuga 100 pL 1 pg/mL) ile kaplanmistir ve 4
°C'de gece boyunca inkiibe edilmistir. Kaplanmis kuyucuklar 200 pL tahlil seyrelticileri ile
yikanmistir ve 1 saat boyunca oda sicakliginda tahlil seyrelticisi ile bloke edilmistir.
Bilinmeyen numuneler (50 pL) ve saglanan 8-OHdG standartlar1 (0 ila 20 ng/mL arasinda
degisen) benzer kaplanmis oyuklara eklenmis ve bir orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, her kuyuya 50 pL anti-8-OHdG antikoru ilave
edilmis ve 1 saat boyunca orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda tekrar inkiibe edilmistir.
Mikrokuyu stripleri, her yikama arasinda aspirasyonun dogru sekilde gerceklesmesini
saglamak icin ¢ukur basma 250 pL Yikama Tamponu (1X) ile {i¢ kez yikanmistir. Kuyular,
tiim yikama dongiilerinden sonra Yikama Tamponunu uzaklastirmak i¢in bir kagit havluya
ters koyarak temizlenmistir. Ikincil antikor-enzim konjugat: (100 uL) eklenmis ve 1 saat
inkiibe edilmistir. Yikama Tamponu ile tekrar ii¢ kez yikandiktan sonra, her tampona 100
uL substrat ilave edilmis ve renk olusumu goézlemlenene kadar 2 ila 30 dakika inkiibe
edilmigtir. Renk fiksasyonu gelistirildikten sonra, 100 uL. durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve
absorbans, 96 oyuklu bir ELISA plaka okuyucusunda (Thermo Scientific Multiskan GO)
450 nm'de 6l¢iilmistiir (Ugur Aydin et al., 2018).

2.2.6 Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivitesi tayini disk difiisyon yontemi ile yapilmigtir. Hazir besiyeri olan
triptik soy agar ve dort gram negatif bakteri tiirleri olan Aeromonas spp. (ATCC-51107),
Escherichia coli (ATCC-8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027), ve Enterobacter
aerogenes (ATCC-13048) ve bir gram pozitif bakteri tiirii olan Staphylococcus aureus
(ATCC-6538) kullanilmistir. Stok kiiltiirler 150 pL. besiyerlerine ekim yapilmis ve gece

30



boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. 24 saat boyunca %75’lik etanol ekstraktinda
bekletilen diskler bakteri kiiltiirlerine birakilmis ve tekrar gece boyunca inkiibe edilmistir.
Pozitif kontrol olarak Gentamisin kullanilmistir. Disklerin ¢evresindeki zon ¢aplart mm

biriminde Olciilerek ekstraklarin inhibisyon zonlar1 belirlenmistir (Basile et al., 2006).

2.2.7 Hemouyumluluk Testi

Hemoliz oranimin belirlenmesi i¢in Motlagh ve arkadaslarinin yontemi (2006) uygulanarak
yapilmistir (Motlagh et al., 2006). Bitki 6rnegi toz haline getirip 0,01 gr tartilmistir. 200
uL EDTA’l kan 10 ml %0,9 NaCl ¢ozeltisinde seyreltilmistir. Bitki tozu iceren her bir
eppendorf tiipiine 1000 pL seyreltik kan alinmistir. Pozitif kontrol olarak 200 pL
antikogiilantli kan 10 ml dH,O’da ¢6ziiliip icerisinden 1 mL alinarak bos bir eppendorf
tiipiine eklenmistir. Negatif kontrol grubu i¢in NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilmis kandan 1 mL
alinmig ve icine bitki tozu konulmamistir. Hazirlanmis tiipler 2 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bitki tozu tiiplerden uzaklastirilmis ve 1000 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kisimlardan 200 pL alinarak 96-Well Plate’in
kuyucuklarina eklenmis ve spektrofotometre kullanarak 545 nm’de absorbans ol¢iimii

yapilmustir.

% Hemoliz oran1 asagidaki formiil ile hesaplanmaistir:

[ AbSOI‘baIlSTeSt polimeri _ AbsorbansNegatif Kontrol

1 %100

% Hemoliz =
[ Absorbans Pozitif Kontrol

2.2.8 Istatistik
Deney sonuglart i¢in standart hata en az n=3 biyolojik tekrar i¢in hesaplanmis olup, p
degerleri #-Test ile Microsoft Office Excel kullanilarak hesaplanmistir. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraklarinin
antioksidan kapasitesi, lenfosit hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi, H>O; ile indiiklenmis
lenfosit hiicreler iizerindeki antigenotoksisitesi ve DNA hasar miktar1 arastirilmistir.
Ayrica, bitki ekstraklarin antibakteriyel aktivitesi ve hemoliz orani incelenmistir. Elde

edilen bulgular asagida verilmistir.

3.1 Antioksidan Kapasitesi Bulgular

Phlomis pungens var. hirta bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi DPPH, ABTS ve
FRAP yontemleri ile aragtirilmistir. Referans olarak gallik asit ve trolox kullanilmigtir.
Phlomis pungens var. hirta bitkisinin antioksidan kapasitesi sonuglar1 Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3

de verilmistir.

3.1.1 DPPH Sonugclar

Tablo 3.1: DPPH sonuglari (ortalama + standart hata).

Ornek ICso (ng/ul) £ SH
Su Ekstrakti 0,77 = 0,009*¢
Metanol Ekstrakti 0,18 + 0,001*"¢
Etanol Ekstrakt: 0,28 + 0,002%°
Gallik asit (Pozitif Kontrol) 0,005 + 0,000005>°

* pozitif kontrole, ” su ekstraktina ve ¢ etanol ekstraktina kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, -
Test)

3.1.2 ABTS Sonuc¢lar

Tablo 3.2: ABTS sonuglari (ortalama + standart hata).

Ornek ICso (ng/pl) = SH
Su Ekstrakt1 1,03 £0,031*¢
Metanol Ekstrakti 0,45 + 0,004*>¢
Etanol Ekstrakti 0,68 + 0,009
Gallik asit (Pozitif Kontrol) 0,001885 + 0,000004"¢

* pozitif kontrole, ” su ekstraktina ve ¢ etanol ekstraktina kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, -
Test)
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3.1.3 FRAP Sonuc¢lan

Tablo 3.3: FRAP sonuglari (ortalama + standart hata).

Ornek ng/g + SH

Su Ekstrakti 30,71 £ 0,007*¢
Metanol Ekstraktt 92,58 + 0,005*"°
Etanol Ekstrakti 79,74 + 0,007*°
Trolox (Pozitif Kontrol) 1,25 +0,007>¢

* pozitif kontrole, ” su ekstraktina ve ¢ etanol ekstraktina kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, -
Test)

3.2 Sitotoksisite Bulgulari

Phlomis pungens var. hirta bitki ekstraktlarinin sitotoksisitesi MTS yontemi ile
belirlenmistir. Lenfosit hiicreler su, metanol ve etanol ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Her giiniin sonunda MTS reaktifi eklenip 490 nm’de

absorbanslar 6l¢lilmiistiir.

3.2.1 Su Ekstraktin MTS Testi Sonuclari
Su ekstraktinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen MTS test

sonuglar1 Sekil 3.1 de verilmistir.

] 7 * * 7 * * ¥
“EBELEY b P
= 0.4 1 V 7 7
g 0 7 f % 7 ; % 7 4 é B Su 24h
= 7 7 7 7 7 7 f 7 7 BSu 48h
5 7B 78 78 78 780 78 78 78 7
202 7 7 7 % 7 7 7 7 7
1 78 780 78 78 78 78 78 78 7
< 7B 78 78 78 78 7 78 7
) W ZB 78 78 78 78 7
78 78 78 ‘B 78 A % Z

Negatif 0,1 mg/L 0,25 mg/ 0,50 mg/ 1 mg/L 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/
Kontrol L L L

* negatif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, ¢-Test)

Sekil 3.1: Su ekstrakti ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmig hiicrelerin MTS test sonuglari.
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3.2.2 Metanol Ekstraktin MTS Testi Sonuclari
Metanol ekstraktinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen MTS test

sonuglar1 Sekil 3.2 de verilmistir.
0,6 1

0,5 1

k=
N
L

B Metanol 24h
B Metanol 48h

Absorbans (490 nm)
=) =]
N w

=
—

(=}
n

Nk 0,1 mg/ 0,25 0,50 1 mg/L 10 mg/L25 mg/L50 mg/L100 mg/
L mg/L.  mg/L L

* negatif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, ¢-Test)

Sekil 3.2: Metanol ekstrakti ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmis hiicrelerin MTS test

sonugclari.

3.2.3 Etanol Ekstraktin MTS Testi Sonuclari
Etanol ekstraktinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen MTS test

sonuglar1 Sekil 3.3 de verilmistir.

H Etanol 24h
@ Etanol 48h

Absorbans (490 nm)
(=}
N

Nk 0,1 mg/ 0,25 0,50 1 mg/L 10 mg/L25 mg/L50 mg/L 100 mg/
L mg/L  mg/L L

* negatif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, ¢-Test)

Sekil 3.3: Etanol ekstrakti ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmis hiicrelerin MTS test sonuglari.
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3.3 Genotoksisite Bulgular
Phlomis pungens var. hirta bitki ekstraktlarinin genotoksik etkileri mikroniikleus yontemi

ve 8-OHdG tespiti ile belirlenmistir.

3.3.1 Mikroniikleus Testi Sonuclar:

Lenfosit hiicrelerinin su, metanol ve etanol bitki ekstraklari ile inkiibasyonu saglanmis (50
mg/mL) ve fiksasyon islemi sonrasinda 151k mikroskobu ile biniikleer hiicreler ve onlarin
icerisinde bulunan mikroniikleuslu olanlar saptanmistir. Biniikleer hiicrelerde gézlemlenen
mikroniikleus oranlar1 (%o MN) ve niikleer bdliinme indeksi (NBI) sonuglar1 Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.4: Mikroniikleus testin sonucunda %oMN ve NBI oranlar1 (ortalama =+ standart

hata).

Ornekler %0 MN = SH NBI + SH
Negatif Kontrol 11,44 +2,88" 1,29 + 0,04
Pozitif Kontrol 30,12 + 1,63 1,32 +£0,01
Su Kontrol (%5 v/v) 4,87 + 0,69° 1,32 * 0,005
Metanol Kontrol (%5 v/v) 15,48 * 0,56° 1,35 = 0,003
Etanol Kontrol (%5 v/v) 14,01 £ 0,71° 1,35 + 0,001
Su Ekstrakt1 5,18+ 0,33 1,33 +0,0002
Su H,0, Ekstrakt: 7,77 +0,08° 1,41 £0,01°
Metanol Ekstrakti 14,00 +2,32° 1,41 +0,1
Metanol H,0, Ekstrakti 17,09 + 4,04° 1,49 £0,01°
Etanol Ekstrakti 11,66 + 2,78 1,19+ 0,01
Etanol H>O, Ekstrakt1 20,18 + 3,88 1,30 £ 0,03

* negatif kontrole, ® pozitif kontrole kiyasla istatiksel anlamlidir (p < 0,05, t-Test)
g p y
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3.3.2 8-OHdG Tespitin Sonug¢lari

Lenfosit hiicrelerinin su, metanol ve etanol bitki ekstraklar1 ile inkiibasyonu sonrasinda
meydana gelen oksidatif DNA hasar1 ELISA kiti kullanilarak belirlenmistir. Olgiilen 8-
OHJAG konsantrasyonlar1 Sekil 3.4 de verilmistir.

12 1

8-OHdG (ng/mL)
(o)}

NK PK Su Etanol Metanol

* pozitif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlidir (p< 0,05, ¢-Test)

Sekil 3.4: 8-OHdAG tespitin sonuglari.

3.3.3 Antibakteriyel Aktivitesi Bulgular:

Phlomis pungens var. hirta bitkisinin antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon y&ntemi
kullanilarak gram negatif bakteri tilirleri olan Aeromomnas spp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, ve Enterobacter aerogenes ve gram pozitif bakteri tiirii olan
Staphylococcus aureus’a karsi test edilmistir. Olusan inhibisyon ¢aplar1 Sekil 3.5 ve Tablo

3.5 de gosterilmistir.
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Aeromonas spp.

Enterobacter aerogenes

12,67 mm
12,26 mm

Pseudomonas aeruginosa

-

11,14 mm

Staphylococcus aureus

Escherichia cli

11,70 mm

10,97 mm :

Sekil 3.5: Phlomis pungens var. hirta bitkisinin antibakteriyel aktivitesi.

Tablo 3.5: Phlomis pungens var. hirta bitkisinin antibakteriyel aktivitesi.

Bakteri Phlomis pungens var. hirta Gentamisin (Pozitif Kontrol)
(mm + SH) (mm + SH)
Aeromonas spp. 12,67 £0,32* 21,97 £ 0,28
Enterobacter aerogenes 12,26 +£0,47* 22,68 £0,09
Staphylococcus aureus 11,70 £ 0,38* 24,71 £0,21
Pseudomonas aeruginosa 11,14 £0,33* 24,52 £ 0,15
Escherichia coli 10,97 £0,12* 22,60 £0,22

* pozitif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlidir (p< 0,05, ¢-Test)
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3.3.4 Hemouyumluluk Bulgular:

Phlomis pungens var. hirta bitkisinin kan tizerindeki hemoliz oran1 Tablo 3.6 da
gosterilmistir.

Tablo 3.6: Phlomis pungens var. hirta bitkisinin hemoliz orani.

Ornek % hemoliz orani

Phlomis pungens var. hirta 6,26
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada Lamiaceae tiirli olan Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve
etanol ekstraktlarin antioksidan kapasitesi, insan lenfosit hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkileri, H,O; ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreler lizerindeki antigenotoksik etkileri ve
oksidatif DNA hasar1 miktarlari, antibakteriyel aktiviteleri ve hemouyumluluklari

arastirilmastir.

4.1 Antioksidan Kapasitesi Sonuclar:

Phlomis pungens var. hirta bitksinin su, metanol ve etanol ekstraktlarin antioksidan
kapasitesi arastirilmis ve analizler sonucu elde edilen veriler Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3°de
verilmistir. Bu veriler incelendiginde, hem DPPH hem ABTS testin sonuglarinda elde
edilen ICsy degerlerine gore Phlomis pungens var. hirta bitkisinin metanol ekstrakti
(DPPH: 0.18 pg/ulL, ABTS: 0.45 pg/uL) en yiiksek antioksidan kapasite gdsterirken, etanol
ekstrakti (DPPH: 0.28 pg/ulL, ABTS: 0.68 pg/ul) daha diisiik ve su ekstrakti (DPPH: 0.77
ng/ul, ABTS: 1.03 pg/ul) en diisiik antioksidan kapasite gostermistir. Bu sonucu kontrol
grubu olan gallik asite kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, #-Test). FRAP verileri de
benzer sonuglar gostermistir. Phlomis pungens var. hirta bitkisinin metanol ekstrakti
(92.58 pg/g) en yiiksek metal selatlama kapasitesi gosterirken, etanol ekstrakti (79.74
ng/g) daha diisiik ve su ekstrakti (30.71 pg/g) en diisiik selatlama kapasitesi gostermistir.
Bu sonucu kontrol grubu olan troloxa kiyasla istatistiksel anlamlidir (p < 0.05, #-Test).
Phlomis cinsine ait farkli tiirler ile daha Once yapilan ¢aligmalar incelendiginde benzer
antioksidan aktivite sonuglar1 elde edildigi goriilmektedir. Ornegin Firuzi ve arkadaslari,
Phlomis elliptica, Phlomis olivieri, Phlomis persica ve Phlomis bruguieri tiirlerinin
metanol ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini ve metal selatlama kapasiteleri
belirlemek i¢cin DPPH ve FRAP yontemlerini kullanmislardir. Sonuglarda, dort bitkiden
Phlomis olivieri en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite gosterirken (0.42 pg/uL) Phlomis
persica en diisiik radikal siipiiriicii aktivite gdstermistir (1.19 pg/ulL). FRAP sonuglarina
gore, Phlomis tirlerin arasinda Phlomis eliptica en yiliksek metal selatlama kapasitesi
gosterirken (23.1 pM/g DW), Phlomis bruguieri en diisiik metal selatma kapasitesi
gostermistir (11.0 uM/g DW) (Firuzi et al., 2010). Benzer sekilde Mekinic ve arkadaglari,
ABTS yontemi kullanarak Lamiaceae familyasina ait olan ve halk arasinda ¢ok bilinen
adagay1 (Salvia officinalis), limon balsami1 (Melissa officinalis), nane (Menttha piperita) ve

iki kekik cinsi (Thymus serpyllum, Origanum vulgare) olan baharat bitkilerin etanol/su
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(80:20) ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini belirlemislerdir. Bu bes bitkiden limon
balsami en yliksek antioksidan kapasitesi gosteritken (0.23 pg/uL) kekik cinsi olan
Origanum vulgare en diislik antioksidan kapasitesi gostermistir (0.45 pug/ulL) (Mekinié et
al., 2014).

Oksidatif stres ortadan kaldirmak i¢in bir¢ok sentetik antioksidan gelistirilmistir. Bununla
birlikte, yiiksek maliyet, ulasilabilirlik ve yan etkiler gibi faktorler oksidatif stresle
miicadelede hala biiyiik aksakliklar olusturmaktadir. Bu nedenle, dogal antioksidanlar ¢ogu
zaman yan etkilerinin olmamasi, daha ucuz olmalar1 ve bir¢ok bitki kaynaginda bol
miktarda bulunmalar1 sebebiyle Onem kazanmaktadirlar (Ravipati et al.,, 2012).
Epidemiyolojik c¢aligmalar, daha yiliksek meyve ve sebze aliminin kardiyovaskiiler
hastaliklarin ve bazi kanserlerin ortaya ¢ikma riskini 6nemli dlclide azalttigini gostermistir
ve bu etki en azindan kismen antioksidanlara atfedilmektedir (Prior, 2003). Bununla
birlikte, arastirmacilar -karoten, vitamin E ve C gibi tek vitaminli antioksidanlarin yararl
etkiler gostermede daha basarisiz olduklarini belirlemislerdir (Lonn et al., 2005; Shahar et
al., 1994). Bunun bir nedeni, diyet ile alinan bitkilerinin koruyucu etkilerinin, bir¢cok
bitkide yiiksek seviyelerde bulunan flavonoidler gibi polifenoller, karotenoidler ve
vitaminler gibi dogal antioksidanlarin birlikte meydana getirdikleri ortak-katki etkilerinden
kaynaklanmas1 olabilmektedir (Xu et al., 2017; Liu, 2004). En 6nemli dogal antioksidan
grubunu olusturan fenolik maddelerin antioksidan aktivitesi de redoks ozelliklerinden,
yani indirgeyici ajanlar, hidrojen donorleri ve singlet oksijen sondiiriiciiler olarak hareket
etme yeteneklerinden ve bir dereceye kadar metal selatlama potansiyellerinden
kaynaklanmaktadir (Delazar et al., 2008). Bu nedenlerden dolayi, oksidatif stresin
iistesinden gelmek i¢in biitlin bitki tiirevli {riinleri kullanmak, tek tek antioksidanlari
kullanmaktan daha iyi bir strateji gibi goriinmektedir (Firuzi et al., 2010). Ancak
giinimiizde kullanilan birgok bitkisel ila¢ dikkatli bir bilimsel degerlendirmeden
gecmemistir ve bazilar1 ciddi toksik etkilere neden olma potansiyeline sahiptirler. Bu
nedenle bitkisel tibbin giivenlik ve toksisitesi i¢in bilimsel ve klinik ¢alismalara ihtiyag

vardir (Bhatt et al., 2012).
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4.2 Sitotoksisite Sonuclari

Saglikli goniilliilerin kanindan izole edilen lenfosit hiicreleri Phlomis pungens var. hirta
bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlar ile farkli konsantrasyonlarda (0,1 mg/L, 0,25
mg/L, 0,50 mg/L, 1 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L) ve belirli siirelerde (24 ve 48
saat) inkiibe edilmis ve hiicrelerin canliligiminda herhangi bir degisim olup olmadig:
arastirilmistir. Bulgular Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3°de verilmistir. Su ekstraktinin 24 saatlik MTS
verilerine bakildiginda, hi¢bir dozun hiicre yasamliligin1 negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi ve 1 mg/L konsantrasyonundaki 6rneklerin en
yiiksek absorbansa sebep oldugu goriilmektedir. Su ekstraktinin 48 saatlik MTS verilerine
bakildiginda ise, 10 mg/L konsantrasyonunda en yiiksek, 0,50 mg/L konsantrasyonunda en
diisik  absorbansin  meydana  geldigi  goriilmektedir.  Inkiibasyon siireleri
karsilastirildiginda, su ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siirecinin 48 saatlik inkiibasyon
stirecine gore daha yiiksek absorbanslara sebep oldugu ve lenfosit yasamliligin1 daha az
etkiledigi sonucuna ulasilmaktadir (Sekil 3.1). Metanol ekstraktinin hem 24 saatlik hem 48
saatlik MTS verilerine bakildiginda, en diisiik ekstrakt konsantrasyonu (0,1 mg/L) en
yiiksek absorbansi verirken, en yiiksek ekstrakt konsantrasyonunun (100 mg/L) en diisiik
absorbans1 verdigi goriilmektedir (Sekil 3.2). Ayrica, metanol ekstraktlar1 ile
gerceklestirilen 24 saatlik inkiibasyon siirecinin 48 saatlik inkiibasyon siirecine gore daha
yiiksek absorbans verdigi goriilmektedir. Negatif kontrol ile kiyaslandiginda, metanol
ekstraktinin en diisiik konsantrasyonunda hiicre yasamliligimi artirdigi ve ekstrakt
konsantrasyonun artmasi ile hiicre yasamliliginin azaldigi goriilmektedir. Bu azalislar
istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05, #-Test). Sekil 3.3 incelendiginde etanol ekstraktinin
24 saatlik inkiibasyon sonucunda absorbanslarda istatistiksel olarak anlamli bir diisiise
sebep olmadig1 ve hiicre yagamliligini destekledigi goriilmektedir. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda ise etanol ekstraktalarinin sadece yiiksek dozlarinda (50 ve 100 mg/L) istatistiksel
olarak anlaml diisiisler gozlenmistir (p< 0.05, z-Test). Metanol ekstraktina benzer seklinde
etanol ekstraktinin da 24 saatlik inkiibasyon siireci sonunda 48 saatlik inkiibasyon siirecine
gore daha yiiksek absorbanslara sebep oldugu goriilmektedir. Genel olarak etanol ekstrakti
negatif kontrol ile kiyaslandiginda, etanol ekstraktinin en diisiik konsantrasyonunda hiicre
yasamlili@inin artti1 ve ekstrakt konsantrasyonun artmasi ile hiicre yasamliliginin azaldig:
goriilmektedir (p < 0.05, t-Test). Ug ekstrakt birbiriyle karsilastirildiginda, hem 24 hem 48
saatlik inkiibasyon siire¢lerinde metanol ve etanol ekstraktlarinin konsantrasyonun

artmasmna baghh  olarak insan lenfosit hiicrelerinin  yasamliligin1  azalttig1
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gozlemlenmektedir. Su ekstraktinda ise artan konsantrasyona bagli olarak insan lenfosit

hiicrelerinin yasamliliginin azalmadig1 gézlemlenmistir.

Literatiire bakildiginda, Phlomis cinsine ait olan farkli bitkilerle yapilan sitotoksik
caligmalarda benzer seklinde konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkinin arttig1
gbzlemlenmigstir. Mamadalieva ve arkadaslari Phlomis bucharica tiirin HeLa ve HL-60
l6semi hiicre hattlar1 iizerindeki sitotoksik etkisini MTT yoOntemini kullanarak
arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda Phlomis bucharica bitkisinin metanol, hekzan,
kloroform ve su ekstraktlarin konsantrasyonlarin artmasina bagli olarak hiicreler {izerinde
sitotoksik etki gosterdigi gdzlemlenmistir (Mamadalieva et al., 2015). Sarkhail ve
arkadaglari, MTT yontemi kullanarak altt Phlomis tiriinden (Phlomis anisodontea,
Phlomis bruguieri, Phlomis caucasica, Phlomis olivieri, Phlomis persica ve Phlomis
kurdica) hazirlanan metanol ekstraktlarinin dort farkli insan kanser hiicre hatlari {izerindeki
sitotoksik ektilerini aragtirmiglardir. Bu arastirmada elde edilen verilere gore, alt1 ekstraktin
hepsinin en az bir kanser hiicre hattina karsi sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Sarkhail et al., 2017). Thoppil ve arkadaslari, MTT yontemi kullanarak 48
saatlik inkiibasyon siireci sonunda Phlomis platystedia tiiriniin insan hepatoseliiler
karsinoma hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (Thoppil et
al., 2013). Lamiaceae familyasina ait farkli bitkilerle yapilan sitotoksisite c¢aligmalara
incelendiginde benzer sonuglar elde edilmistir. Varalakshmi ve arkadaslari Lamiaceae
familyasina ait olan Coleus aromaticus tiiriiniin su ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin
(50, 100, 200 pg/mL) insan lenfosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini MTT yontemini
kullanilarak arastirmiglardir. Calismalarin sonucunda, artan bitki ekstrakt konsantrasyonu
ile hiicre yagamliliginin azaldig1 gozlemlenmistir (Varalakshmi et al., 2011). Cocan ve
arkadaslar1 Lamiacea familyasina ait olan Melissa officinalis L., Rosmarinus officinalis L.
ve Salvia officinalis L. bitki tiirlerinin etanol ekstraktlarinin (50 pg/mL ve 100 pg/mL) fare
ve insan melanoma hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini MTT yontemini kullanarak
incelemislerdir ve artan ekstrakt konsantrasyonuyla hiicre yasamliliginin azaldigini
gozlemlenmistir (Cocan et al., 2018). Simsek Sezer ve Uysal MTT yonemi kullanarak
Lamiaceae familyasina ait ve Tiirkiye’de endemik olan Sideritis niveotomentis tiirlin
yaprak ve ¢igek kisimlarinin metanol ve aseton ekstraktlarininin bir bagirsak kanseri hiicre
hatt1 ve iki l6semi hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkilerini 24 ve 48 saatlik inkiibasyon

siiregleri sonunda aragtirmislardir. Tiim ekstraktlarin yiliksek dozlarda (62 pg/mL — 1000
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pg/mL) 16semi hiicre hatti (6zellikle ARH 77 ) {izerinde giiclii sitotoksik etki gosterdigi
belirtilmistir (Simsek Sezer & Uysal, 2021).

Terapotik tedavilerde bitki ekstraktlarinin ve fitokimyasallarin kullanimi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bununla birlikte, dogada tibbi bitkiler boceklere, otcullara ve enfeksyonlara
kars1 bir savunma gorevi goren, fakat genellikle bunlarla beslenen diger organizmalar1 da
etkileyen toksik maddeleri sentezlemektedirler. Bu nedenle, tibbi bitkilerin nispeten
givenli  kullanimin1  saglamak i¢in sitotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesi
gerekmektedir (Varalakshmi et al., 2011). Ayrica, giinlimiize kadar kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin yaklasik %60' dogal iirinlerden izole edilmistir ve bitki alemi bu dogal
iriinlerin en onemli kaynagini olusturmaktadir. Dogal iiriinler, kanserin onlenmesi ve
tedavisi icin yeni ajanlar olma potansiyelleri nedeniyle son 30 yilda artan bir ilgi
gormiislerdir. Buna paralel olarak, bitki bilesiklerinin, timoérjenezin ¢esitli agsamalarinin ve
onunla iligkili enflamatuvar siireglerin inhibitdrleri olarak potansiyeline dair artan kanitlar
mevcuttur, bu ise {irinlerin kanserin Onlenmesi ve tedavisindeki Oneminin altin

cizmektedir (Solowey et al., 2014).

4.3 Antigenotoksisite Sonuclari

Bu calismada Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin
(50 mg/mL) H,0O, ile indiikklenmis insan lenfosit hiicreleri {lizerindeki antigenotoksik
etkileri mikroniikleus yontemi ile arastirilmistir. Tablo 3.4 deki verilere gore, H202’ye
maruz birakilan hiicrelerin (pozitif kontrol) mikroniikleus orani %030.12 iken negatif
kontrolde bu oran %o11.44’dir. H202’ye maruz birakilan hiicrelerde goriilen bu artig
negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Su, metanol ve etanol
ekstraktlariyla indiiklenen lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus olusumunda negatif kontrole
kiyasla 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir (p<0.05, ¢-Test). Phlomis pungens var.
hirta bitkisinin ekstraktlar1 ve H202 ile indiiklenen lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus
olusumu (su H,O; ekstrakt1 %07.77, metanol H,O; ekstrakt1 %o 17.09, etanol H,O; ekstrakti
%020.18), sadece pozitif kontrola kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis géstermistir
(p<0.05, t-Test). Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlari,
lenfosit hiicreleri iizerinde herhangi bir genotoksik etki gostermezken H202’nin sebep

oldugu genotoksik hasar1 da azaltmistir. Coziicii kontrolleri incelendiginde, 6zellikle etanol
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ve metanol c¢oziiciiler ile maruz birakilan lenfosit hiicrelerin mikroniikleus oranlar
(metanol kontrol %015,48, etanol kontrol %014.04) negatif kontrole kiyasla olduk¢a yiiksek
cikmiltir. Bu sonucuna gore, bitki ekstraktlarmin gosterdigi antigenotoksik etkide
¢oziiciilerin ektisi olmamustir. Niikleer boliinme indeksi (NBI) sonuglarma bakildiginda,
etanol ekstrakti diginda, biitiin ekstraktlarin NBI oranlar1 negatif kontrole gore bir artis
gostermektedirler. Ozellikle su HyO, ve metanol H,O, ekstraktlarindaki artis negatif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05, #-Test). NBI yeterli hiicre
proliferasyonu igin kullanilan bir indikatér degeridir. NBI’daki bir azalma hiicre
proliferasyon kapasitesinin bir kayb1 anlamina gelmektedir (Sekeroglu & Atli Sekeroglu,
2011). Calismanin bulgularinda genel olarak Oyle bir azalma godzlenmemistir ve bu
sonuglar H,O, ile indiikklenmis insan lenfosit hiicrelerinde bir DNA hasarina meydana

geldigini fakat hiicre yasamliligini azaltmadigini gostermistir.

Literatiire bakildiginda, bu caligmaya benzer sekilde Dirican ve arkadaslar1 Lamiaceae
bitki ailesine ait olan Thymbra spicata L. tiirlinlin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin,
civa ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri iizerindeki antigenotoksik etkilerini
mikroniikleus yontemi ile aragtirmislardir. Sonug olarak, Thymbra spicata ekstraktlarin
civa ile indiiklenmis mikroniikleus olusumlarini onlemedeki olumlu etkisini tespit
etmislerdir. Ozellikle metanol ekstrakt;, etanol ekstraktindan daha yiiksek bir etki
gostermistir (Dirican et al., 2012). Ceker ve arkadaslar1 da mikroniikleus yontemi
kullanarak Lamiaceae familyasina ait olan Origanum vulgare L. tiiriinden hazirlanan
esansiyel yagin aflatoksin B1’in insan lenfosit hiicreleri iizerindeki genotoksik etkisine
kars1 meydana getirdigi antigenotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Calismanin sonuglarina
gore 1 pL, 1.5 pL. ve 2.0 puL konsantrasyonlarindaki esansiyel yagin aflatoksin B1’e kars1
en yiikek antigenotoksik etkiyi gosterdigi belirtilmistir (Ceker et al., 2012).

Ayrica, bu calismada Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve etanol
ekstraktlarinin H,O, ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri {izerindeki antigenetoksik
etkileri 8-OHdG miktarinin tespit edilmesi ile aragtirllmigtir. Sekil 3.4’de verilen sonuglara
gore, su, metanol ve etanol ekstraktlari ile inkiibe edilmis hiicrelerde meydana gelen 8-
OHdG miktarinda pozitif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma meydana geldigi goriilmektedir (p < 0.05, ¢t-Test). 8-OHdG miktar1 su, metanol,
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etanol ekstrakti seklinde sirasiyla azalmaktadir. Bu sonuglar, Phlomis pungens var. hirta
bitkisinin etanol ekstraktinin H,O, ile indiiklenmis insan lenfosit hiicrelerinde meydana
gelen DNA modifikasyonunu en iyi inhibe ettiini ortaya koymaktadir. Benzer bir
caligmaya bakildiginda, Alkofahi ve arkadaslar1 Lamiacea familyasina ait olan Salvia
triloba yapraklariin etanol ekstraktinin insan lenfosit hiicreleri iizerinde meydana gelen
oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etkisini in vitro 8-OHdG testi kullanarak
arastirmiglardir. Caligmanin  sonuglarina gore, etanol ekstrakti test edilen tiim
konsantrasyonlarda (10 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL) 8-OHAG
seviyelerinde 6nemli diislislere sebep olmustur (Alkofahi et al., 2016).

Phlomis L. cinsine ait farkli tiirler ile yapilan ¢esitli ¢alismalar, bu cinsin genel olarak
antigenotoksik ve antimutajenik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin, Uysal
ve arkadaslar1 Ames testi kullanarak Phlomis nissoli, Phlomis pungens var. pungens ve
Phlomis armeniaca tirlerinin metanol, etil asetat ve su ekstraktlarmin Onemli
antigenotoksik etkilere sahip olduklarmni gostermislerdir (Uysal et al., 2016). Dellai ve
arkadaslart da Phlomis crinita Cav. tiriiniin etil asetat, kloroform ve metanol
ekstraktlarinin antigenetoksik etkilerini Ames testi ile gostermislerdir (Dellai et al., 2009).
Bir bagka ¢aligmada ise Limem ve arkadaslar1t Ames testi kullanarak Phlomis mauritanica
metanol ve etil asetat ekstraktlarinin mutasyonlar1 ve oksidasyon etkileri 6nleme

kapasitesine sahip olduklarin1 gostermislerdir (Limem et al., 2010).

DNA lezyonlarmin baglica kaynaklari, ¢evreden gelen DNA'ya zarar veren ajanlar,
hiicresel metabolik ara iirinler, DNA'nin spontan kimyasal reaksiyonlari (deaminasyon,
depurinasyon), yabanci veya hasarli niikleotidlerin dahil edilmesi olarak bilinmektedir.
Onarilmamis DNA lezyonlar1 replikasyonu ve transkripsiyonu engelleyebilir, potansiyel
olarak hiicre 6liimiine yol acabilir veya mutasyonlar olusturarak yanlis kodlama bilgisi
olusturabilmektedir (Knezevic-Vukcevic et al., 2007). Son yillarda, ¢ok ¢esitli tibbi bitkiler
ve bunlarin metabolitleri, zararli kimyasallarin mutajenik ve kanserojen etkilerini azaltma
potansiyelleri i¢in incelenmistir, ¢ilinkii bu dogal bilesikler serbest radikalleri ve oksidatif
stresin neden oldugu DNA ve hiicresel hasarlar1 inhibe edebilme yeteneklerine sahiptirler
(Bouguellid et al., 2020). Yine de geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bitkilerin

genotoksik ve antigenotoksik potansiyelleri hakkinda bilgi eksikligi mevcuttur, bu nedenle
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bu bitki ekstraktlarinin genetik materyal iizerindeki olast etkisinin degerlendirilmesi
onemlidir. Genomik hasar ve karsinojenez arasindaki gii¢lii korelasyon nedeniyle, bitki
ekstraktlarinin antigenotoksik potansiyellerinin anlasilmasi kanserin kemoprevensiyonunda

faydali olabilmektedir (Oyeyemi & Bakare, 2013).

4.4 Antibakteriyel Aktivite Sonug¢lar:

Phlomis pungens var. hirta bitkisinin etanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi gram negatif
bakteri tiirleri olan Aeromonas spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter aerogenes ve gram pozitif bakteri tiirii olan Staphylacoccus aureus’a karsi
arastirilmistir. Bulgular Sekil 3.5 ve Tablo 3.5 de verilmistir. Phlomis pungens var. hirta
bitkisi gram negatif bakteri tiirii olan Aeromonas spp.’e kars1 en yiiksek antibakteriyel etki
gosterirken (inhibisyon ¢api: 12.67 mm) Escherichia coli’ye karst en dislk etki
gostermistir (inhibisyon c¢api: 10.97 mm). Bitkinin gram pozitif bakteri tiirii olan
Staphylococcus aureus’a karsi olan antibakteriyel etkisi de diger gram negatif tiirlere gore
daha diisiiktiir (inhibisyon ¢ap1: 11.70 mm). Benzer sekilde, Alpay ve arkadaslar1 Phlomis
L. cinsine ait olan Phlomis russliana tiiriiniin etanol ekstraktinin E. coli, P. aeruginosa ve
S. aureus bakteri suslarinaa karsit olan antibakteriyel aktivitelerini disk difiisyon testi
kullanarak arastirmislardir. Olusan inhibisyon caplar1 su sekilde verilmistir: E. coli: 10
mm, P. aeruginosa: 11.2 mm, ve S. aureus: 12.4 mm. Alpay ve arkadaglar tarafindan elde
edilen sonuglar, bizim elde ettigimiz sonuglar ile yiiksek benzerlik gostermektedir (Alpay
et al., 2019). Al Laham ve Al Fadel de bes farkli bitki etanol ekstraktlarin antibiyotige
direngli bir Aeromonas susu olan A. hydrophila’ya kars1 antibakteriyel aktivitelerini disk
difiisyon yontemi ile belirlemislerdir. Calismanin sonucunda Lamiaceae familyasina ait
olan Thymus vulgaris ve Rosmarinuis officinalis etanol ekstraktlar1 diger bitkilere gére en
yliksek antibakteriyel aktivite gostermislerdir (Al Laham & Al Fadel, 2014). Literatiirde
Phlomis pungens var. hirta tiirii ile yapilan bagka antibakteriyel ¢alismalar da mevcuttur.
Ulukanl ve Akkaya Phlomis pungens var. hirta bitkisinin heksan, aseton ve metanol
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerini disk difiisyon yontemi ile test etmislerdir.
Calismada ti¢ farklt Staphylococcus aureus susu, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes,
Enterobacter cloacae, taphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis bakteri suslari
kullanilmistir. Calismanin sonucunda, Phlomis pungens var. hirta’nin aseton ve metanol
ekstraktlar1 antibakteriyel aktivite gostermemistir ama heksan ekstrakti (disk basma 1000

ng) etten izole edilmis S. aureus, S. aureus ATTC 6538 ve S. epidermidis suslarina karsi
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en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gostermistir (inhibisyon ¢api: 10 mm) (Ulukanli &
Akkaya, 2011). Ozcelik ve arkadaslari, Phlomis pungens var. hirta bitkisinin petrol eteri
ve metanol ektraktlarin antimikrobiyal aktivitesi arastirmiglar ve Phlomis pungens var.
hirta ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal aktivitesine sahip oldugunu ancak antiviral
aktivitesine sahip olmadigim gostermislerdir (Ozcelik et al., 2010). Ozkan ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada da Phlomis pungens var. hirta bitisinin metanol ekstraktinin
ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’e karsi antibakteriyel bir etki

olusturdugu gosterilmistir (Ozkan et al., 2009).

Coklu ilaca direngli bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, patojenik bakterilerin
neden oldugu enfeksiyon i¢in daha az veya bazen hi¢ etkili antimikrobiyal ajan
bulunmamasi nedeniyle dnemli bir halk saglig1 tehdidi haline gelmistir. Bu nedenle yeni
antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Cok sayida sifali bitki dogal
antimikrobiyal bilesikler olabilmeleri sebebiyle bu sorunlu bakteriyel enfeksiyonlarin

tedavisinde etkili bir alternatif sunmaktadirlar (Manandhar et al., 2019).

4.5 Hemouyumluluk Sonucu

Tablo 3.6’da Phlomis pungens var. hirta bitki tozunun 545 nm’de 6l¢iilen absorbanslarina
gore hesaplanan % hemoliz oranlari verilmistir. Shanthini G. ve arkadaslari, bir materyalin
neden oldugu hemoliz oranm1 % 5’in altinda ise bu materyalin yiiksek diizeyde
hemouyumlu, %10’a kadar ise hemouyumlu ve % 20’den fazla ise hemouyumlu olmayan
olarak siniflandirilmasi gerektigini belirtmislerdir (Shanthini et al., 2015). Bu ¢alismada
yapilan deney sonucuna gore Phlomis pungens var. hirta bitki tozunun hemoliz oranm1 %
6.26’dir ve hemouyumlu bir materyal olarak siniflandirilabilmektedir. Son yillarda, cesitli
tibbi bitkilerin hemouyumluluk 6zellikleri arastirilmistir. Ornegin, Kumar ve arkadaslari,
Hindistan’da tibbi bitkiler olarak kullanilan baz: tiirlerin hemouyumlulugu aragtirmislardir.
Arastirmacilar, Aerva lanata ve Calotropis gigantea tibbi bitkilerinin hemolitik aktivitesini
cok diisiik bulmuglardir ve Elaeocarpus ganitus tibbi bitkisinin de hemouyumlu oldugunu
gostermislerdir (G. Kumar et al., 2011). Sephai ve arkadaslar1 da iran’da bulnan
Echinophora orientalis, Nasturtium microphyllum ve Verbascum thapsus sifal bitkilerinin
hemouyumlu 6zelliklere sahip olduklarin1 géstermislerdir (Sepahi et al., 2014). Alinezhad

ve arkadaslari, Rusya, Ispanya, Fransa ve Italya’da sifali bitki olarak kullanilan zufaotun
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(Hyssopus officinalis) bitkisinin yliksek antihemolitik aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir (Alinezhad et al., 2013).

Spesifik olmayan ¢esitli mekanizmalar hemolize neden olabilir. Hemolitik aktivite, hiicre
membraninda por olusumunun, dolayisiyla membran gegirgenliginin degigmesinin bir
sonucu olabilir veya sodyum-potasyum ve kalsiyum magnezyum ATPaz aktivitelerinin
degismesinden kaynaklanabilmektedir (Mukherjee & Rajasekaran, 2010). Bitki
ekstraktlarinin insan kani iizerindeki etkisini incelerken hemolitik aktiviteyi belirlemek
onemlidir, ¢linkii bu genel sitotoksisite ve biyoaktivitenin bir gostergesidir (Oliveira et al.,

2009).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Lamiaceae familyasina ait olan Phlomis pungens var. hirta tiiriiniin su,
metanol ve etanol ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi, insan lenfosit hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkileri, H>O, ile indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri iizerindeki antigenotoksik
etkileri ve oksidatif DNA hasar1 miktarlari, antibakteriyel aktiviteleri ve
hemouyumluluklar1 arastirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

*  Phlomis pungens var. hirta bitkisinin metanol ekstrakti (DPPH: 0.18 pg/uL, ABTS:
0.45 pg/ul, FRAP: 92,58 ng/g) en yiksek antioksidan ve metal selatlama
kapasitesi gosterirken, etanol ekstrakti (DPPH: 0.28 pg/uL, ABTS: 0.68 pg/uL,
FRAP: 79.74 ng/g) daha diisiik ve su ekstrakti (DPPH: 0.77 pg/uL, ABTS: 1.03
png/ul, FRAP: 30.71 pg/g) en diisiik antioksidan ve metal selatlama kapasitesi
gostermistir.

*  Phlomis pungens var. hirta bitki ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesine bakildiginda,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireclerinde 6zellikle metanol ve etanol ekstraktlarinin
artan konsantrasyonu ile insan lenfosit hiicrelerin yasamliliginin azalttigin1 ancak
su ekstraktinin artan konsantrasyonuna bagli olarak insan lenfosit hiicrelerinin
yasamlili§inin azaltmadigini gozlemlenmistir.

*  Phlomis pungens var. hirta bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin insan
lenfosit kiiltiirlerinde H,O, tarafindan indiiklenen mikroniikleus olusumlari
iizerinde antigenotoksik bir etkiye sahip olduklarini gdzlemlenmistir. Ayrica,
hiicrelerde meydana gelen oksidatif DNA hasar1 miktarinin Phlomis pungens var.
hirta ekstraktlar1 ile inkiibasyon sonrasinda azaldig1 tespit edilmistir.

*  Phlomis pungens var. hirta bitkisi gram negatif bakteri tiiri olan Aeromonas spp.’e
kars1 en yiiksek antibakteriyel etki gostermistir (inhibisyon c¢ap1: 12.67 mm).

* Phlomis pungens var. hirta bitki tozu hemouyumlu bir materyal olarak

siniflandirilmistir (hemoliz orani: % 6,26).

Elde edilen sonuglara dayali olarak Phlomis pungens var. hirta bitkisinde bulunan
sekonder metabolitler ileri biyokimyasal teknikler kullanilarak daha detayli arastirilabilir

ve in vivo testler ile daha detayli toksikolojik degerlendirme yapilabilir.
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dige her sayfaya imza atmahdir.

Sekil A.1: Etik Kurul Karar1 Sayfa 1.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Phlomis Pungens Var. Hirta Bitkisinin Sitotoksik ve
Antigenotoksik Etkilerinin Arastinlmasi™

. . Versiyon -
z
< Belge Adi Tarihi Nimarass Dili
E§ ARASTIRMA PROTOKOLO Tarkge B Ingilizee ] Diger O
- BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
% < FORMU Tarkge B Ingilizce ] Diger (J
5 2 | 0LGURAPOR FORMU Turkge B Ingilizee 0  Diger )
-
= ARASTIRMA BROSORO Turkge [ Ingilizce ] Diger O
Belge Ady Aciklama
—  SIGORTA
- QR'_A§TIRMA BUTCESI
‘g :x BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER o
=& |FORMU
&3 ILAN [m]
E‘ = YILLIK BILDIRIM 8
@ [SONUCRAPORU
2L GUVENLILIK BILDIRIMLERI [m]
228  [DIGER: [m]
= Karar No:2021/132 Tarih:23.06.2021
5 Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler aragirmanin/calismanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
= incelenmis ve uygun bull olup | bay d da belirtil rkezlerden izin  al sartiyla
S favzkleolirilmesinde ctik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul aye tam sayisinin oybirligi ile karar verilmistir.
= lag ve Biyolojik Urtnlerin Klinik A lan Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar igin Tarkiye llag ve Tibbi
Cihaz Kurumu'ndan izin al gerekmekteds

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

llag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Aragtirmalan Hakkinda YOnetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari
Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/SOYADI:

Arastirma

UnvanvAdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet ile iliski Katihm * lrn.r
Gogiis " : \
Prof.Dr.Fuat EREL Hastahklan AD | BAUN Tip Fakiltesi ER kO (0 |HRW O (WO | )
Prof.DrGulten ERKEN | Fizyoloji AD | BAUN T Fakaiesi | £0 |k ® [e0 [w® [e0 [nO L/ "~
K :
Dog.Dr.Akin USTA . :]’)':g*::‘“j:g"‘" BAONTipFakaltesi | E® | KO | D) | HE [ED [HOTSS §
Dog.Dr.Eren ALTUN Patoloji AD BAUN Tip Fakiltesi ER (KO |0 |H® |ed |H [Gw
e Tibbi . : S —
Dr.Ogr.Oyesi EIif AKSOZ | b o1oii ap | BAON TpFaktiiesi | ED) [ KR |ED) |H® (60 |00 AN~
Uzm.Dr.Mehmet Halk Saghg Balikesir KEAS ! pras
CALISKAN Uzmam Organize Sanayi EX |kO |ED |HR |EO |H i - 2 7
Av.Erman ARDA Avukat Serbest ER |KO |e0 |HR® | O |HO ¢ 7
Balikesir Saghk - = :
Hiisnit KUNDAKGI Eczaci U mtamia v Acsitiase. || > ® (kO |ed |H 0 |HO | ‘}/
Serhat ALDEMIR Emekli ER KO |[e0 [HR |E0 [HO jpepeend
*:Toplantida Bulunma
Etik Kurul Bagkaninin
Unvani/Adi/Soyadi:Prof.Dr.Fuat EREL
imza:
Not: Etik kurul bagk yer almadigt her sayfaya imza atmalidir.

Sekil A.2: Etik Kurul Karar1 Sayfa 2.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi
Dogum tarihi ve yeri

e-posta

Ogrenim Bilgileri

: Franziska Johanna WILD KORKMAZ
:20.05.1996 / Ulm, Almanya

: franzii.wild@gmail.com

Derece Okul/Program Yil
. Balikesir Universitesi / Fen Edebiyat Fakiiltesi /
Y. Lisans Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimi 2020 - 2022
. Balikesir Universitesi / Fen Edebiyat Fakiiltesi /
. . . -202
Lisans Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii 2016 - 2020
Lise Freie Waldorfschule Ulm Romerstrasse 2002 - 2015
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